



ber. 


n mit 





—— HOPPE-SEYLER’S ZEITSCHRIFT 
: fiir Peale! in 











say 


PHYSIOLOGISCHE CHEMIE 


fortgefihrt von A. KOSSEL 


-und unter Mitwirkung von 


E. ABDERHALDEN-Halle, D. ACKERMANN-Wiirzburg, M. BERGMANN- 
Dresden, P. BRIGL-Hohenheim, 8. EDLBACHER-Heidelberg, G. EMBDEN- 
Frankfurt a.M., H. v. EULER-Stockholm, H. FISCHER-Miinchen, K. 
FREUDENBERG-Heidelberg, W. GULEWITSCH-Moskan, O. HAMMAR. 
STEN-Upsala, S.G. HEDIN-Upsala,-V. HENRIQUES-Kopenhagen, M. HENZE- 
Innsbruck, G. HOPPE-SEYLER-Kiel, J. KAPFHAMMER-Freiburg i. Br., O. 
KESTNER-Hamburg, L. KREHL-Heidelberg, R. KUHN-Heidelberg, F. KUT- 
SCHER-Marburg, H. LIEB-Graz, CARL TH. MORNER- Upsala, F. v. MULLER- 
Minchen, J. P. PAWLOW-Leningrad, P. PFEIFFER-Bonn a. Rh., W. E. RIN- 
GER-Utrecht, O. SCHUMM-Hamburg, S. P. L. SORENSEN-Kopenhagen, H. 
STEUDEL-Berlin, 8S. THANNHAUSER-Freiburg i. Br., E. WALDSCHMIDT- 
LEITZ- Prag, H. WIELAND-Minchen, R. WILLSTATTER-Miinchen, A. 
WINDAUS - Gittingen, E. WINTERSTEIN-Zirich, R. v. ZEYNEK- Prag 


herausgegeben von 


F.KNOOP und K. THOMAS 


Tibingen Leipzig 





Zweihundertunddritter Band 


Flinftes und sechstes Heft 


(SchluB des Bandes) 


Mit einer Figur im Text 


(Ausgegeben am 22. Dezember 1931) 


BERLIN und LEIPZIG 1931 


WALTER DE GRUYTER & CO. 


vormals G. J. Géschen’sche Verlagshandlung - J. Guttentag, Verlagsbuch- 
handlung - Georg Reimer - Karl J. Triibner + Veit & Comp. 





ZWEIHUNDERTUNDDRITTER BAND 
FUNFTES UND SECHSTES HEFT 


_ Inhalt Sette 
Thannhauser, 8. J.. und Ernst Frankel. Uber das Lignocerylsphin- 

gosin. II. Mitteilung. Zur Kenntnis des sogenannten Unverseif- 

baren der Siiugetierleber . . . . 183 


Willstitter, Richard, und Margarete Rohdewald. Uber die Amylasen 
der Leukocyten. Sechste Abhandlung iiber Enzyme der Leukocyten 189 


Wassermeyer, H. Uber ionale Einwirkungen auf die Alterung in PreB- 


siften von Herzen. Mit 1 Figur im Text . ........ 241 
Nakamiya, Ziro. Uber ein neues Isomeres des Ergosterins, das Ergo- 
RE 6 se ee ae ea ns ees eae ee ee 
Iseki, Toshinori. Uber die basischen Extraktivstoffe des Octopoden- 
Do elie rk ee ee 8 oe eee a ee ee 
Tschesehe, R. Die Konstitution des Scymnols. . ..... . . 263 
Kataoka, Eisei. Embryochemische Untersuchungen mittels der Injek- 
tionsmethode. V. Uber das Verhalten des Glykogens im bebriiteten 
Hiihnerei bei der Zuckerinjektion . . . . .....2. 2. ~. 272 
Wrede, Fritz, und Werner Keil. Konstitutionsermittlung von aus 
Eiwei8 dargestellten Basen II. C,H,,NO und ©,H,,N,O . . . 279 
Wrede, Fritz, Ernst Bruch und Werner Keil. Berichtigung . . . 286 





An unsere Mitarbeiter! 


Es ist unbedingt notwendig, daf alle zur Hinsendung gelangenden Manu- 
skripte in gut lesbarer, médglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nach- 
trdgliche Korrekturen verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemaf 
auf die Preisgestaltung der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht 
den Herren Autoren berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Manu- 
skripte ermiglichen auch der Redaktion eine raschere Priifung als schwer 
leserliche und kinnen infolgedessen schneller zum Druck gelangen. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiologische Ohemie erscheint in 
B&nden zu 6 Heften. Preis des Bandes 15 Mark. 

Die in dieser Zeitachrift erscheinenden Arbeiten werden, wenn es nicht aus tech- 
nischen Grinden unmédglich ist, in der Reihenfolge, in welcher sie der Redaktion zugehen, 
aufgenommen. — Kurze Notizen oder Bemerkungen zu anderen Arbeiten werden in der 
Regel am Schlu8 des Heftes und auBerhalb der Reihenfolge des Eingangsdatums mitgeteilt.— 
Bereits in anderen Zeitschriften veréffentlichte Arbeiten sowie Referate fiber bereits publi- 
zierte Arbeiten werden nicht aufgenommen. 

Das Honorar betragt fir den Druckbogen 40 Mark. Von jeder Arbeit im Umfang 
bis su 1?/, Druckbogen werden dem Verfasser 100 Sonderabdrucke kostenfrei geliefert, von 
umfangreicheren Arbeiten nur 60. 

In bezug auf die Rechtschreibung der Fachausdriicke sind bis auf weiteres die 
Publikationen der Deutschen Chemischen Gesellschaft maSgebend. In zweifelhaften Fallen 
wird der etymologische und internationale Standpunkt vor dem phonetischen bevorzugt. 

Fir die Abkiirzungen und Zitate gelten die von der Vereinigung der medizinischen 
Fachpresse herausgegebenen Richtlinien. Demnach fallen ,,Bd.‘* und ,,8.‘* fort. (Zitiert 
wird am besten die angezogene Seite.) Namen, die im Text stehen, kénnen im Zitat 
fehlen, von Vornamen genigt der Anfangsbuchstabe, : 























Uber das Lignocerylsphingosin. 
IT. Mitteilung. 


Zur Kenntnis des sogenannten Unverseifbaren der Saugetierleber. 
Von 


§. J. Thannhauser und Ernst Friinkel. 


(Aus der Medizinischen Universitatsklinik Freiburg i. Br.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Oktober 1931.) 


In Fortsetzung der von Thannhauser und Fromm!) be- 
gonnenen Untersuchung iiber das ,,Unverseifbare‘‘ der Siugetier- 
leber ist die Methodik, um die groBen Mengen von Untersuchungs- 
material, namentlich im alkalischen Medium, vor Oxydationen zu 
schiitzen, geindert worden. Die abgeiinderte Methode, die im 
Laboratorium gut durchgefiihrt werden kann, wird in einer 
spaiteren Mitteilung noch eingehend beschrieben werden; die vor- 
liegende Mitteilung beschiftigt sich mit einem bisher unbekannten, 
N-haltigen Bestandteil des nach dieser Methode dargestellten ,,Un- 
verseifbaren‘, dem Lignocerylsphingosin. 


Channon und Marrian?) fanden im ,,Unverseifbaren‘ der 
Schweineleber einen ungesattigten Kohlenwasserstoff, der sich im 
Gegensatz zum Squalen nicht destillieren laBt, der aber mit Chlor- 
wasserstoff und Brom Anlagerungsprodukte liefert, die an die 
entsprechenden Verbindungen des Squalens, das Hexahydro- 
chlorid und Dodekabromid, erinnern. Am ,,Unverseifbaren‘’ des 
Schafleberfettes ist von Drummond und Baker’) weiterhin fest- 
gestellt worden, daB es sich nicht ohne Zersetzung destillieren 
148t, und daB es nur verhaltnismaBig schwer hydriert werden kann. 
Die Versuche dieser Forscher, aus dem vom Cholesterin befreiten 





1) Diese Z. 187, 173 (1929). 
2) Biochemic. J. 20, 409 (1926). 
3) Biochemic. J. 28, 274 (1929). 
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Gemisch krystallisierende Bestandteile oder Derivate auBer dem 
Hydrochlorid und Bromid des Kohlenwasserstoffs von Channon 
und Marrian zu gewinnen, fiihrten nicht zum Ziele. 

Die Arbeitsmethode aller Untersucher zur Darstellung des 
,,Unverseifbaren“ war die alkalische Verseifung entweder des 
Organs selber oder der aus ihm mit organischen Solventien dar- 
gestellten Extrakte. Merkwiirdigerweise beschaftigt sich aber keine 
der Publikationen mit der Tatsache, da in der atherischen Fraktion 
nach der alkalischen Verseifung stickstoffhaltige Substanzen, wie 
sie die Spaltstiicke der Cerebroside und Sphingomyeline darstellen, 
ebenfalls enthalten sein miissen, da ja z. B. Sphingosin eine ather- 
lésliche Base ist. Es ist daher auch nicht iiberraschend, daB das 
auf diese Weise nach der Entfernung der Sterine gewonnene 
rotbraune ,,unverseifbare’’ Ol etwa 1°/, N enthalt. Wir glaubten, 
den N-Gehalt des ,,Unverseifbaren “‘auf die freie Base zuriickfiihren 
zu koénnen. In der Tat aber zeigte sich, da8 unter den gewahlten 
Bedingungen der Verseifung des Extraktes der Leber mit starkem 
Alkali, im sogenannten Unverseifbaren auch Spaltstiicke auf- 
treten, bei denen die urspriingliche amidartige Verkniipfung von 
Sphingosin mit Fettsiuren, wie wir sie von der Fettsiéiure-Sphin- 
gosinbindung in den Cerebrosiden und Phosphatiden des Gehirns 
her kennen, noch intakt bleibt. Obwohl wir unsere Extrakte mit 
16°/,iger methylalkoholischer NaOH und danach mit Na-Athylat 
in Alkohol verseiften, gelang es, eine Verbindung zu isolieren, die 
eindeutig als Lignocerylsphingosin identifiziert werden konnte. 
Von den anderen N-haltigen Bestandteilen des ,,Unverseifbaren“ 
konnten wir bisher keinen Korper identifizieren. Den von Channon 
und Marrian aufgefundenen Kohlenwasserstoff kann man als 
Bromid aus dem 0] abtrennen; nihere Angaben iiber diesen Kohlen- 
wasserstoff folgen in einer spateren Mitteilung. 

Lignocerylsphingosin krystallisiert aus Aceton in makrosko- 
pisch erkennbaren kreisférmigen Scheibchen mit radial angeordneten 
Fasern und schmilzt bei 90—90,5°; es ist verhaltnismaBig leicht 
in CH,OH, Essigester und Aceton léslich, schwerer in Ather und 
schwer in Petrolaither. Die Verbindung reagiert neutral und ent- 
wickelt nach van Slyke keinen Aminostickstoff. Auf Grund ihrer 
Jodzah] enthilt sie eine Doppelbindung im Molekil; bei einem 
Hydrierungsversuch in CH,0H mit Pd nahm sie 84°/) der theore- 
tisch méglichen Wasserstoffmenge auf. Bei der Spaltung mit 
10°/,iger wiBriger H,SO, lieferte sie Sphingosin bzw. Sphingosin- 
sulfat; bei einer Spaltung mit 10°/, H,SO, enthaltendem CH,0H 
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Uber das Lignocerylsphingosin. 185 


Lignocerinséure. Im isolierten Zustande ist das Lignocerylsphin- 
gosin gegen 8°/,ige methylalkoholische NaOH nicht mehr bestiandig. 


CH,(CH,),.:CH = CH:CH-CHOH-CH,OH 
| 
NH 
CH,(CH,),,CH,C =0 


Die Verbindung wurde zuniichst in ihrer wahren Natur ver- 
kannt, da bei ihrem geringen N-Gehalt die Lassaignesche Probe 
bei Anwendung geringer Substanzmengen negativ ausfiel. Erst 
die Mikroanalyse nach Dumas erwies den N-Gehalt. Es handelt 
sich also nicht, wie wir zuerst vermuteten, um eimen hochmoleku- 
laren ungesattigten Alkohol der aliphatischen Reihe, den wir in 
einer Diskussionsbemerkung auf dem Kongref fiir innere Medizin 
(Wiesbaden 1931) als Jekorol bezeichneten. 

Die entsprechende Verbindung aus dem Cerebron des Gehirns, 
das Cerebronylsphingosin, ist von Klenk?!) bereits vor einigen 
Jahren beschrieben worden. Aus Thierfelders Angaben vom 
Jahre 1914 ist zu entnehmen, da8 er unreines Lignocerylsphingosin 
bei der Aufarbeitung von Cerebrosidfraktionen aus Gehirn schon 
in Handen gehabt haben muB; die von Thierfelder?) gegebene 
Beschreibung der eigenartigen Krystallformen des K6érpers stimmt 
mit der von uns gefundenen iberein. 

Hs ist leider nicht zu entscheiden, ob der Korper als Spalt- 
stiick dem Kerasin oder entsprechenden Sphingomyelin der Leber 
zugezahlt werden mu8, oder ob er in dem aufgefundenen Zustande 
in der Leber vorkommt. Mit der Existenz besonders der beiden 
ersten Substanzen in der Saugetierleber mu8 nach den Unter- 
suchungen von Levene’) gerechnet werden. 


Experimenteller Teil.*) 


30 kg frische Schweineleber wurden mehrmals durch eine 
Fleischmiihle gedreht und der entstandene Leberbrei mit der 
3fachen Menge Gips in ein trockenes Pulver verwandelt. Die 
Masse wurde anschlieBend bei 50° mit Petrolither unter Luft- 
ausschluB erschépfend extrahiert. Die konzentrierten Extrakte 





1) Diese Z. 158, 74 (1926). 

2) Diese Z. 89, 236 (1914). 

3) J. of biol. Chem. 24, 87 (1916); 31, 649 (1917). 

*) Die Extraktionsversuche wurden in groBziigiger Weise von der Firma 
Henkel & Co. in Diisseldorf ausgefiihrt. 


13* 
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sind im Vakuum auf dem Wasserbade weitgehend vom Petrol- 
iither befreit und die 960 g so erhaltenes Leberél in 4 Teilen 
zu je 240 g mit je 600 ccm 16°/,iger methylalkoholischer NaOH 
(800 ccm CH,OH + 200 cem H,O) 5 Stunden lang auf dem 
Wasserbade unter N, verseift worden. Die Lésung wurde danach 
noch warm in die Porzellanschale eines Vakuumdestillations- 
apparates gebracht. Nach Zugabe von jedesmal 100¢ reinem 
Seesand und etwa 100g NaHCO, zur Uberfiihrung des NaOH 
in Carbonat wurde die erstarrende Masse verrihrt und bei 
etwa 70° im Vakuum getrocknet. Die letzten Reste von Wasser 
wurden durch zugesetztes wasserfreies Natriumsulfat gebunden. 
Das trockene, stark nach Trimethylamin riechende Pulver wurde 
darauf in einem gréBeren Soxhletschen Extraktionsapparat mit 
Ather unter LuftausschluB8 erschépfend ausgezogen, die atherischen 
Extrakte mit Na,SO, getrocknet, der Ather abdestilliert und der 
Riickstand einer 2. Verseifung mit Na-Athylat in der Kalte unter- 
zogen. Dazu wurden je 50g ,,Unverseifbares‘‘ in wenig Ather 
aufgenommen und mit einer Auflésung von 25 g Natrium in 400 cem 
absolutem Alkohol etwa 40 Stunden unter N, stehen gelassen. 
Nach dem Verdiinnen mit H,O auf ein Vielfaches wurde das ,,Un- 
verseifbare’‘ wieder mit Ather ausgeschiittelt und auf diese Weise 
aus 80 ke Leber 160 ¢ ,,Unverseifbares‘‘ erhalten. Die Sterine 
wurden weitgehendst abgetrennt und der Riickstand, 48 g rot- 
braunes Ol, in der Warme wiederholt mit je 200 com CH,0H aus- 
gezogen. Die vereinigten Ausziige engte man auf 200 cem ein und 
filtrierte von dem in der Kalte wieder ausfallendem Ol und ge- 
ringen Mengen Cholesterin ab. Der methylalkohollésliche Anteil 
des ,,Unverseifbaren** ergab nach dem Entfernen der letzten Reste 
von Cholesterin mit Digitonin 28 g Ol. Dieses Ol wurde in 800 cem 
Pentan gelést und bei — 18° ausgefroren. Der sich alsbald aus- 
scheidende flockige Niederschlag wurde bei derselben Temperatur 
abgenutscht. Die erhaltenen 3,5 g gelbes Wachs sind 3mal aus 
Methylalkohol und 4mal aus Essigester umkrystallisiert worden. 
Nach 5maligem Umkrystallisieren erhielt man 600 mg eines bei 
90—90,5° schmelzenden Ko6rpers, der seinen Schmelzpunkt durch 
weiteres Umkrystallisieren nicht mehr dnderte.4) Aus Aceton 





1) Aus den vereinigten Mutterlaugen erhielten wir etwa 2g eines um 
15° tiefer schmelzenden Wachses, das noch nicht zur Krystallisation zu 
bringen war. Nach wiederholter alkal. Verseifung dieses Gemisches waren aus 
dem atherischen Extrakt, den wir nach Entfernen des Athers in Aceton auf- 
nahmen, kleine gekriimmte Nadeln vom Schmelzp. 75—80° zu erhalten, die 
ihrem C- und H-Gehalt nach Sphingosin zu sein scheinen. 
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erhielt man die Substanz in den schon beschriebenen charakte- 
ristischen Scheibchen. Die optische Drehung konnte aus Mange) 
an Substanz noch nicht bestimmt werden. 


6,26, 5,053 mg Substanz gaben 17,67, 14,38 mg CQ,. 


6,26, 5,053 ,, m » 7,18, 5,61 mg H,O. 
3,488 mg Substanz gaben 0,076 ccm N (20,5, 755 mm) 
3,440 mg - » 0,077 ccm N (22°, 753 mm) 
C4gH,,NO, (649,7) Ber. C 77,579/, H 12,87°/, N 2,16°/, 
Gef. ,, 76,98 », 12,83 » 2,51 (Dumas) 
» 17,61 5, 12,42 _,, 2,60 (Dumas) 
77,29°/, 12,63°/, 2,55°/, 


Jodzahl nach Rosenmund und Kuhnhenn. 


(Im Mikroverfahren wurde der 10. Teil der in der Originalvorschrift 
angegebenen Mengen angewandt.) 


Angewandt 4,09mg Substanz; verbraucht 0,50ccm n/40-Br-Lésung. 
Theorie 39,07 
Gef. 38,8 


Mikrozerewitinoff nach B. Flaschentriager. 
Methan in ccm (0° und 760 mm). 


Angewandt 19,46mg, 5,97 mg 
Theorie 1,34 com, 0,41 ccm, bei 2 freien OH-Gruppen. 
Gef. 1,22cem, 0,36 ccm 


Spaltung des Lignocerylsphingosins in Lignocerinsaure 
und Sphingosin. 


Die Spaltung wurde nach der von Klenk und Diebold?) 
angegebenen Vorschrift fiir die Spaltung der Cerebroside ausgefiihrt. 


15 mg Substanz wurden in 1 ccm 10 Gew.-°/, H,SO, ent- 
haltendem Methylalkohol 7 Stunden lang im geeigneten Gefi8 am 
RiickfluBkiihler zum Sieden erhitzt. Von dem nach dem Erkalten 
ausfallenden Methylester wurde abfiltriert, und das Filtrat mehr- 
mals mit leicht siedendem Petrolither ausgeschiittelt. Filter- 
rickstand und Petrolitherextrakt wurden nach dem Entfernen 
des Petrolithers mit 2 cem n-methylalkoholischer NaOH 1 Stunde 
lang am RiickfluBkihler verseift. Die methylalkoholische Seifen- 
lésung wurde nach dem Verdiinnen mit Wasser zuerst 2mal mit 
Ather ausgeschiittelt, und die danach durch Ansiuern aus der 





1) Diese Z. 198, 27 (1931). 
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extrahierten Fliissigkeit ausgeschiedene Saure in Ather auf- 
genommen. Die mit Wasser gewaschene atherische Lésung hinter- 
lieB nach dem Verdunsten des Athers 5 mg Lignocerinsaure, die, 
aus Aceton einmal umkrystallisiert, bei 78—79° schmolz. Der 
Schmelzpunkt einer Mischprobe (1:1) mit einer uns von Herrn 
Klenk in dankenswerter Weise iiberlassenen Lignocerinséure vom 
Schmelzp. 79,5° zeigte keine Depression. 

4,950 mg Substanz gaben 14,210 mg CO,, 5,755 mg H,0. 

C24Hy,0, (368,38) Ber. C 78,18/, H 13,13, 

Gef. ,, 78,29 » 13,01 

Zur Gewinnung des Sulfates der Base sind 30 mg Substanz 
mit 0,5 cem 10°/,iger wiBriger H,SO, 5 Stunden lang am Riick- 
fluBkiihler auf kochendem Wasserbade verseift worden. Die Masse 
wurde alsbald zu einer schwach gelben Gallerte, die zum SchluB 
schwach braun gefarbt war. Nach dem Erkalten wurde die tber- 
stehende wiBrige H,SO, abgegossen und 3mal mit heiBem Wasser 
nachgewaschen. Der Riickstand wurde auf eine Nutsche gebracht 
und danach zur Entfernung der Fettsiure mit Aceton wiederholt 
ausgekocht. Das Sulfat wurde daraufhin aus etwa 2 ccm Methyl- 
alkohol umkrystallisiert. Ausbeute 6 mg. 

2,694 mg Substanz gaben (bei 80° im Hochv. ii. P.O; b. z. Konst. getr.) 
6,120 mg CO,, 2,66 mg H,O 


(CysHs:NO,),H,SO, (696,7) Ber. C 62,019, H 10,719, 
Gef. ,, 61,95 »» 11,04 
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Uber die Amylasen der Leukocyten. 
Sechste Abhandlung tiitber Enzyme der Leukocyten. 


Von 


Richard Willstitter und Margarete Rohdewald. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie 
der Wissenschaften in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Oktober 1931.) 


I. Abschnitt. 


Uber den Abbau des Glykogens in den Leukocyten. 
Einleitung. 

Unsere Untersuchung behandelt am Beispiel der leukocytiren 
Amylase die Higenschaften und das Verhalten zellgebundener 
Enzyme und ihren Ubergang in lésliche Enzyme von demselben 
Reaktionsbereich. Der erste Abschnitt unserer Arbeit betrifft den 
Abbau des in der Zelle vorkommenden Glykogens, den wir in 
abgetéteten Leukocyten unter Ausschlu8 von Glykolyse quan- 
titativ verfolgen; der zweite Abschnitt wird das gesamte leuko- 
cytire Amylasesystem kennzeichnen, das sich aus urspriinglich 
vorhandenen unldéslichen und bei der Autolyse entstehenden lés- 
lichen Komponenten zusammensetzt. 

Es sind in der Literatur schon qualitative Beobachtungen, 
namentlich von L. Haberlandt?), iiber Diastasewirkung in den 
farblosen Blutzellen verzeichnet. Auch das Vorkommen von Gly- 
kogen in den Leukocyten ist bekannt. Viele Untersuchungen 
haben sich mit dem Nachweis von leukocytérem Glykogen durch 
Farbreaktionen, namentlich durch die Jodreaktion, befaBt. Eine 
aufschluBreiche und sorgfiltige Arbeit von J. de Haan*) kommt 





1) Pfliigers Arch. 182, 175 (1910). — Vgl. eine dltere Angabe von 
P. Achalme, Soc. Biol. 51, 568 (1899). — Ferner St. Mancini, Biochem. Z. 
26, 140 (1910); M. Tschernoruzki, Diese Z. 75, 216 (1911); R. 8. Morris u. 
Th. R. Boggs, Arch. Intern. Med. 8, 806 u. zwar S. 813 (1911). 
2) Biochem. Z. 128, 124 (1921). 
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auch zu quantitativen Angaben, die auf einer mikrochemischen 
Ausgestaltung der Pfliigerschen Methode zur Glykogengewinnung 
beruhen. Die Differenzen zwischen seinen Werten und den im 
folgenden mitgeteilten wecken Zweifel, ob beim Erhitzen mit 
60°/,iger Kalilauge und Fallen mit Alkohol die Gesamtmenge 
des Glykogens erfaBt wird. 

Unser Verfahren ist die Bestimmung des bei der Glykogeno- 
lyse entstehenden Zuckers. Da die Blutzellen auch Maltase 
enthalten, und da wir dieses Enzym in den Glycerinausziigen 
nicht antreffen, so werden die Reduktionswerte in den Versuchen 
mit Leukocyten oder mit Zellresten als Glucose, die Werte fir 
die Hydrolyse von zugesetztem Glykogen oder Amylum durch 
Glycerinausziige als Maltose verzeichnet. 

Wiahrend J. de Haan fiir Exsudatleukocyten Werte von etwa 1 
bis etwas iiber 8°/, findet, meistens jedoch Glykogengehalte von 
1,5—2°/,, bewegen sich seine Bestimmungen bei Blutleukocyten 
(von 5 Pferden) zwischen 0,64 und 1,52°/,. Nach unserer Methode 
hiefern hingegen die Leukocyten des Pferdeblutes 2—7°/,, ge- 
wohnlich 4—5 Gew.-°/, Glucose, bezogen auf ihre Trockensubstanz. 

Die Hydrolyse des Eigenglykogens durch die nicht in den 
lebenden, vielmehr in den abgetéteten Zellen wirkenden Amylasen 
laBt keine so scharfe Abhingigkeit von der Wasserstoffionen- 
konzentration erkennen, wie man sie bei der Einwirkung eines ge- 
lésten und eines einheitlichen Enzyms auf sein Substrat, und 
zwar ein einheitliches, zu finden pflegt. Die Leukocyten der ein- 
zelnen Versuchstiere derselben Art zeigen Abweichungen hinsicht- 
lich der Ausbeute und des Zustandes der Leukocyten und hin- 
sichtlich ihrer enzymatischen Ausriistung. Und es wird sich 
zeigen, dafs hier Endoenzyme und auch schon die bei der Zell- 
auflésung aus ihnen hervorgehenden ldslichen Enzyme neben- 
einander wirken. Das Substrat befindet sich in einem noch nicht 
genau bekannten chemischen Zustand, und sein Abbau setzt sich aus 
verschiedenen Reaktionen zusammen. Wir finden fiir die Hydrolyse 
des leukocytiiren Glykogens ein px-Optimum von 6,2—6,4 mit 
einem ziemlich steilen Abfall gegen den Neutralpunkt hin. 

In Anbetracht der nachgewiesenen groBen Menge von Gly- 
kogen ist es sehr auffallend, daB dieses Kohlehydrat in den Blut- 
kérperchen nicht durch seine Jodreaktion nachgewiesen werden 
kann — sie geben nur gelbe Jodfarbung —, wahrend bekannt- 
lich in den Exsudatleukocyten die glykogenhaltige Granula tief- 
braune Jodreaktion zeigt. Dieser in der medizinischen Literatur 
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viel erdérterte Gegensatz wird von J. de Haan so eingehend be- 
sprochen, da8 wir nur an die wahrscheinlichste Erklirung zu er- 
innern brauchen, die auf P. Ehrlich") zuriickgeht: die weiSen 
Blutkérperchen sollen, indem sie aus dem strémenden Blut aus- 
wandern, eine eigentiimliche Verinderung erfahren, die sich nach 
einer gewissen Zeit im Auftreten des (durch Jod nachweisbaren, 
freien) Glykogens dufert. Diese Zustandsinderung soll als ein 
Zeichen erhohter Zellwirksamkeit zu betrachten sein. 

Es ist gewif anzunehmen, da8 das Glykogen in den Zellen 
des Blutes zwar schon gebildet ist, aber noch nicht in seiner ge- 
wohnlichen Form frei vorliegt, da8 es sich vielmehr in einer die 
Jodreaktion hindernden Bindung, vielleicht in einer Adsorp- 
tionsbindung befindet, oder wahrscheinlicher an die Proteine der 
Zelle chemisch verankert ist. 

Ks darf ferner angenommen werden, daf die eigentiimlichen 
Verinderungen in den Leukocyten, nimlich die Freilegung des 
Glykogens, seine Ausnutzung als Betriebsstoff der Phagocytose 
vorbereiten. Wie man allgemein tiberzeugt ist, daB die Energie 
der Muskelarbeit durch den Glykogenabbau geliefert wird, so ist 
es wahrscheinlich, daB diese Energiequelle die Arbeit der Wander- 
zellen erméglicht. 

In diesem Zusammenhang verdient eine im Institut des Herrn 
v. Frisch ausgefiihrte Untersuchung von R. Beutler*) Beach- 
tung. Sie behandelt die Frage, ob die Flimmerzellen iiber Gly- 
kogen als Energiespeicher der Cilienbewegung verfiigen. Es wird 
nachgewiesen, daB bei den Aktinien die Cilien tragenden Zellen 
der Schlundrinne und die Zellbasis der Flimmerzellen im Mesen- 
terialfilament von Glykogen erfiillt sind, das aus dem Aktinien- 
kérper auch in praparativem Mafstab isoliert wird. ,,Die Ver- 
mutung, daB Glykogen die Energiequelle des Flimmerschlages 
ist, wird hierdurch gestiitzt.“ 

Wenn fir das leukocytaére Glykogen die Annahme einer der- 
artigen physiologischen Bedeutung zu Recht besteht, so wird fiir 
die Glykogenspaltung eine solche Abhangigkeit von gewissen Kat- 
ionen zu erwarten sein, wie sie fiir die Phagocytose H. J. Ham- 
burger’) in seinem Werke _ ,,Physikalisch-chemische Unter- 





1) P. Ehrlich u. A. Lazarus, Die Animie, Nothnagels Handbuch 8 
(1898), 2. Aufl. (1909); vgl. F. Best, Zieglers Beitr. z. allg. Path. u. path. 
Anat. 38 (1903). 

2) Z. vergl. Physiol. 10, 440 (1930). 
3) Wiesbaden, J. F. Bergmann, 1912, 8. 80. 
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suchungen iiber Phagocyten und ihre Bedeutung von allgemein 
biologischem und pathologischem Gesichtspunkt‘‘ aufgefunden hat. 
Nach den zu wenig beachteten Beobachtungen von Hamburger 
werden Leukocyten, die durch stundenlanges Verweilen in 0,9°/,iger 
Natriumchloridlésung fast durchgehends lahmgelegt werden, durch 
Spuren Calciumsalz wieder belebt und zu kraftiger Phagocytose 
angeregt. ,,Diese ganz unerwartete kraftige Steigerung der Phago- 
cytose, bereits durch Spuren Calcium, wurde in sehr vielen Ver- 
suchen immer wieder bestiatigt.“‘ Das Calciumion ist in dieser 
Wirkung nicht durch Barium und Strontium und nur in ge- 
ringerem MaSe.und in unregelmaéBiger Weise durch Magnesium 
zu ersetzen. 

Ks ist, wie im zweiten Abschnitt dieser Arbeit berichtet wird, 
mit Glycerinlésungen der leukocytiairen Amylase («-Lyo-amylase) 
gegliickt, eine bedeutende Aktivierung der Glykogenspaltung 
durch Calciumion (Tab. 22), eine minder giinstige durch Magnesium- 
ion festzustellen. Es war nétig, da diese Amylase auf die Anwesen- 
heit von Phosphorsaure angewiesen ist, einen Bereich der Phosphat- 
konzentration aufzusuchen, worin diese Versuche nicht durch Aus- 
faillung von Calciumphosphat gest6rt werden. Hochst verdiinnter 
Phosphatpuffer (m/180) stellt einen solchen Bereich dar, in dem 
iiberdies die diastatische Wirkung nicht an sich schon optimal 
verliuft, wo sie vielmehr wesentlich steigerungsfihig ist. Die 
diastatische Maltosebildung wird durch Calciumion aktiviert, z. B. 
verdreifacht und versechsfacht. Mit frisch isolierten Leukocyten 
anstatt des Glycerinauszugs war eine gewisse Aktivierung durch 
Calciumionen nachweisbar, wenn wir, um die Ausfallung zu ver- 
meiden, den Phosphatpuffer durch arsensaures Salz ersetzten 
(Tab. 24). Dieses Verhalten gegen Calcium unterscheidet das 
leukocytaére Enzym von den Amylasen der tierischen Driisen, 
z. B. der pankreatischen, deren Wirkung durch die Kationen 
nicht beeinflu8t zu werden pflegt. 

Vielleicht ist ein Zusammenhang zu suchen zwischen diesen 
Befunden und den Beobachtungen von G. Embden?) und seiner 
Schule ,,Uber die Bedeutung von Ionen fiir den Chemismus der 
Muskelkontraktion‘‘: ,namentlich sei hier die von meinem Mit- 
arbeiter Lange gefundene Tatsache erwihnt, daB Ca-Ionen in 
hohem Grade die Fihigkeit besitzen, auf den Lactacidogenstoff- 
wechsel im Sinne einer Assimilation, d. h. der synthetischen Bil- 


1) Naturw. 11, 985 (1923). 
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dung von Lactacidogen aus Phosphorsiure und Kohlehydrat 
einzuwirken.’* Aber auch bei der enzymatischen Hydrolyse von 
Glykogen durch lebensfrischen Froschmuskelbrei beobachtete 
H. Lange!), daB die mit steigender H-Ionenkonzentration zu- 
nehmende Hemmung der Reaktion verringert wird durch Zusatz 
verschiedener Kationen, derart, daB sogar Reaktionsbeschleuni- 
gung erfolgt. Die am meisten férdernde Wirkung (auch bei An- 
wendung von Phosphatgemisch?) iibte das Calciumion aus. — Von 
einer Stoérung des Effektes durch Ausfillung von Calciumphosphat 
geschieht keine Erwahnung. 

Etwas spater hat in Meyerhofs Laboratorium K. Loh- 
mann®) ,,den feineren Mechanismus‘ der Glykogenhydrolyse durch 
Muskelbrei und Muskelextrakt zu untersuchen begonnen. Die Ver- 
suche scheinen ein sehr breites px-Optimum von etwa 6,2—8,: 
zu ergeben. Der EinfluB von Calcium- und anderen Kationen 
wurde nicht beriihrt. 

Diese Beschreibung des enzymatischen Glykogenabbaus wird 
unsere Arbeit in ihrem zweiten Abschnitt erginzen, wenn wir uns 
auch dabei auf die Amylase der Leukocyten beschranken. 


Experimenteller Teil. 


Uber die Versuchsanordnung. 


Fiir die beiden Abschnitte der vorliegenden Arbeit haben wir 
die Leukocyten gewohnlich nach dem Sedimentierungsverfahren 
von E. Hekma und H. J. Hamburger aus Pferdeblut isoliert 
und zwar (allein nach diesem Verfahren) 1541 Liter Blut in etwa 
180 Chargen von 8—10 Liter verarbeitet. Die Summe der Ausbeuten 
an feuchten Leukocyten von etwa 20°/, Trockengewicht betrug 
8090 g (entsprechend 618 g Trockengewicht), im Mittel 2 g frische 
Leukocyten aus 1 Liter Pferdeblut, also mehr wie in unseren friiheren 
Arbeiten itiber Leukocyten. In den Sommerhalbjahren (1980 und 
1931) nimlich waren die Ausbeuten entschieden bedeutend hdéher 
als in den Winterhalbjahren, und zwar 2,3—2,4 g aus 1 Liter gegen 
1,6g. Am deutlichsten war die Uberlegenheit der Mittelwerte in 
den eigentlichen Sommermonaten, in denen oft Literausbeuten von 
iiber 8 g zu erzielen waren, in einzelnen Fallen iiber 4,5 g. Fiir die 





1) Diese Z. 187, 105 (1924), u. zwar C, S. 141. 

2) S. 145, Vers. 5. 

3) Biochem. Z. 178, 444 (1926); O. Meyerhof, Die chemischen Vorginge 
im Muskel, Berlin 1930, S. 143. 
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einzelnen Versuchsreihen standen daher Ausbeuten von 12 bis 
uber 80 g zur Verfiigung. 

Unsere Versuche iiber die Spaltung von leukocytiérem Glykogen 
sind durchwegs behufs AusschluB der Glykolyse unter Anwendung 
von Toluol ausgefiihrt worden. Es ist von P. A. Levene und 
G. M. Meyer?) entdeckt worden, daB Leukocyten (aus Exsudat) 
Traubenzucker zu rechtsdrehender Milchsiure abbauen, daB aber 
durch Toluol die Glykolyse vollig unterdriickt wird. Dasselbe gilt 
fiir die aus Blut isolierten Leukocyten. 


2 g frische Leukocyten (aus Pferdeblut) lieBen wir 23 Stunden auf 0,05 g 
Glucose im Volumen von 10 ccm einwirken, a) ohne Toluol, b) unter Zusatz 
von 3—4 Tropfen Toluol. In b) fanden wir keine Abnahme, in a) 51°/, Verlust 
von Glucose gema8 der Bestimmung nach Bertrand. 

Dennoch ist es zweifelhaft, ob nicht vielleicht in manchen Fallen, nament- 
lich bei neutraler Reaktion, wenigstens zu Versuchsbeginn in irgendwelchem 
MaBe Glykolyse mitgespielt hat, da die Hexose in der entstehenden Form 
leichter dem Abbau unterliegen kann als die Gleichgewichtsglucose. Aber die 
Entstehung von ebensoviel Zucker bei py = 7,1 wie bei pa = 6,3, und zwar 
in langeren Zeiten, z. B. in Vers. 10 der Tabelle 4, spricht gegen Beteiligung 
von Glykolyse. 

Da8 durch Toluol auch die Entwicklung zuckerverbrauchender Mikro- 
organismen ganz unterdriickt werde, erscheint ungewiB, wenn man die von 
S. Kostyschew und O.Schulgina’*) mitgeteilten Erfahrungen _beriick- 
sichtigt. Unsere Versuche von sehr langer Dauer, in denen die Glucosebildung 
zu konstanten Endwerten fiihrte, z. B. die Versuche 1 und 2 der Tabelle 2, 
lassen aber erkennen, daB, wenigstens in den meisten Versuchen, der Schutz 
des Toluols ausreichte. Die Glykogenspaltung, besonders ihre py-Abhangigkeit, 
wurde unter Anwendung von m/5-Phosphatpuffer nach Sérensen gemessen. 
In den meisten Fallen enthielt der Versuchsansatz Natriumchlorid. Da bei 
der Gewinnung der Leukocyten physiologische Kochsalzlésung zum Auswaschen 
diente, so war die Leukocytenmasse aus 20°/, Trockensubstanz und 80°/, 
0,9°/,iger Natriumchloridlésung zusammengesetzt, wenn man annehmen darf, 
daB der Zellsaft die Natriumchloridkonzentration der AuBenfliissigkeit an- 
nimmt. Unter dieser Voraussetzung berechnet sich fiir den Ansatz der enzy- 
matischen Reaktion ein Gehalt von ungefahr 0,1°/,igem NaCl, d. i. mehr als 
zur maximalen Aktivierung von Pankreasamylase erforderlich ware.*) 

Die Leukocyten dienten uns entweder in feuchtem Zustand sofort nach 
der Isolierung mittels der Zentrifuge oder nach Suspendieren in Glycerin. Im 
letzteren Falle trugen wir, da die Praparate in zwei Anteilen gewonnen wurden, 
jeden nach seiner Fertigstellung in Glycerin ein, z. B. in die halbe Gewichts- 
menge. So blieb die eine Halfte 30—60, die andere 15 Minuten in Form der 
Glycerinsuspension bis zum Versuchsbeginn stehen; dann wurden die Anteile 
vereinigt, in die Reibschale nachgespiilt und gut verriihrt. 





1) J. of biol. Chem. 11, 361 (1912) u. 12, 265 (1912). 

2) Diese Z. 182, 50 (1929). 

8) R. Willstatter, E. Waldschmidt-Leitz u. A. R. F. Hesse, 
Diese Z. 126, 143 (1922/23) u. zwar S. 148. 
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Fir die einzelnen Bestimmungen dienten ohne weitere Teilung Proben 
von je 20 ccm, ungefahr 4 g Frischgewicht enthaltend. Auf dieses Volumen 
trafen 4—6 ccm Phosphatmischung. Die Wasserstoffzahl des Versuchsansatzes 
anderte sich rasch dadurch, daf die reichliche Menge Zellsubstanz dem Phosphat 
Alkali entzog. Mit Puffer von pa = 7 stellte sich nimlich 6,5—6,2, mit Phos- 
phat von px = 8,0 gewodhnlich 7,0—6,8 ein. Nach dieser Erfahrung war 
starker alkalisches Phosphat anzuwenden, als der beabsichtigten Aciditat ent- 
sprach, und noch, namentlich bei den Versuchen in der Nahe des Neutral- 
punktes, die Reaktion mit ein paar Tropfen n-Ammoniak oder NaOH zu 
korrigieren. 

Oft verwendete man einen Vergleichsansatz zur Ermittlung der sich ein- 
stellenden Aciditét. Zu diesem Zweck wurde die Probe von den Zellresten 
abzentrifugiert, noch durch Kieselgur filtriert und mit Indicatoren gepriift. 
Die Angaben in den Tabellen beziehen sich im allgemeinen auf den Zustand 
beim Versuchsende. 


Toluol, 6—7 Tropfen, wurde sogleich nach dem Puffer unter gutem 
Schitteln zugefiigt und das Durchschiitteln von Zeit zu Zeit wiederholt. Daher 
waren es immer abgetétete Leukocyten, mit denen diese Beobachtungen an- 
gestellt wurden. 

Infolge von Maltasewirkung entstand im allgemeinen vor- 
wiegend Glucose, wahrend Glycerinausziige, wenigstens langsam 
bereitete, von denen im nachfolgenden berichtet wird, keine wirk- 
same Maltase enthielten und Maltose lieferten. Im folgenden sind 
daher die Permanganatzahlen der Bertrandbestimmung des Ver- 
gleiches halber einfach umgerechnet in Glucose bei Versuchen mit 
Leukocyten selbst, in Maltose bei den Versuchen mit Glycerin- 
extrakten. Diese Berechnungsweise erschien gemif folgenden 
Priifungen auf Maltase einigermaBen berechtigt: 

Maltasenachweis?) in Leukocyten. Auf 120mg 
wasserfreie Maltose lieBen wir 2,9¢ frische Leukocyten mit 
6cem m/5-Phosphatpuffer von px==-7 im Volumen von 
20 com 24 Stunden bei 30° einwirken; das px verschob sich 
nach 6,2—6,8. Ein Vergleichsversuch unter den niamlichen 
Bedingungen, aber ohne Maltose, ergab einen Verbrauch von 
2,05 cem n/10-KMnO, in einer Probe, entsprechend 6 cem des 
Ansatzes. Wahrend der Versuchsansatz in einer eben solchen 
Probe den Anfangsreduktionswert 5,91 ccm KMnQ,, entsprechend 
34,0 mg Maltose ergab, fanden wir nach der angegebenen Zeit 
11,94 cem, also nach Abzug der Leerversuchszahl 9,89 ccm, ent- 
sprechend 82 mg Glucose. Die Spaltung war also fast vollstandig. 

1) Das Vorkommen von Maltase (und Fehlen von Saccharase) in Leuko- 
cyten wurde schon von R. S. Morris und T. R. Boggs (Archives of Internal 
Medicine, 8, S. 806 u. zwar S. 816 [1911]) nachgewiesen und zwar in neutro- 


philen Leukocyten des Eiters und der myeloischen Leukémie und in Lympho- 
cyten der lymphoiden Leukamie. 











196 Richard Willstaétter und Margarete Rohdewald, 


Fehlen der Maltase in Glycerinauszigen. Eine und 
dieselbe Probe von frischen Leukocyten extrahierten wir mit dem 
doppelten Volumen von 86°%/,igem Glycerin bei gewodhnlicher 
Temperatur a) 3 Stunden, b) 3 Tage lang. 

Der Versuchsansatz enthielt 19 ccm aufs 21/,-fache verdiinnten 
Leukocytenauszug mit 2 ccm 15°/,iger Maltose, 7,5 ccm Phosphat- 
puffer und 9,5 cem Wasser; px = 6,2; 30°. Ein gleicher Ansatz 
ohne Maltose ergab nur einen minimalen Reduktionswert. 


a) Eine enteiweiBte Probe, entsprechend 8 cem des Ansatzes, 
ergab den Anfangsreduktionswert von 53 mg Maltose. 

Nach einem Tag wurden gefunden 54,2, nach 8 Tagen 51,8 mg 
Maltose. 

b) Die enteiweiBte Probe lieferte den Anfangsreduktionswert 


von 48,8 mg Maltose. 
Nach 2 Tagen ergab die Bestimmung 47,8 mg Maltose. 
Die Glycerinausziige enthielten also keine Maltase. 


Zur Aufarbeitung der Versuche behufs Titration des entstandenen Zuckers 
wurde der Ansatz in ein Glas der Zentrifuge umgefiillt, zunichst ohne Nach- 
spiilen. Nach dem Zentrifugieren entnahmen wir 0,5 com, um damit die px- 
Priifung vorzunehmen, und zwar fiir jede Zeitprobe. Daf dann dem Ansatz 
21/,°/) fehlten, war rechnerisch zu beriicksichtigen. Danach erst wurde das 
Ansatzglas in die Zentrifuge nachgespiilt und das Zentrifugat quantitativ in 
einen 50-ccm-MeBkolben iibertragen. In denselben kam vor dem Auffillen 
das Reagens zur Ausfallung der Stickstoffverbindungen. In einem Teil der 
Versuche, den friihesten, geschah die Entfernung der Proteinsubstanzen nach 
P. Rona und L. Michaelis!) mit Hilfe von Liquor Ferri oxyd. dial. Zumeist 
zogen wir das Verfahren von O, Folin und H. Wu?) vor; dafiir wurde ein 
Zusatz von 4 ccm 10°/,iger Natriumwolframatlésung und 4 ccm n-Schwefel- 
siure angewandt. Die entstehende Phosphorwolframsaiure bewirkte die voll- 
standige Entfernung der Aminoverbindungen. Die Ausflockung trat sofort 
ein. Man zentrifugierte und filtrierte gewéhnlich noch. Vom Filtrat ver- 
wendeten wir zumeist 40 ccm fiir die Zuckerbestimmung nach Bertrand; 
wahrend nach dessen Vorschrift nur 20 cem anzuwenden waren, ergab sich in 
Kontrollversuchen, da8 die etwas gréBere Verdiinnung nur eine geringfiigige 
Anderung des Reduktionswertes bedingt. Fiir Werte unter 10 mg Glucose, 
die éfters vorkamen, rechneten wir mit der Tabelle von K. Mickel und 
E. Frank.*) 


Hinsichtlich des Fehlerbereichs in unseren Versuchen unterrichtete uns 
eine Reihe von Doppelbestimmungen der leukocytéren Glykogenspaltung. 
Die Differenzen der Hexosezahlen in den mit Wolframsaure enteiweiBten 
Proben betrug + 2—10, durchschnittlich etwa + 6°/) vom Mittelwert. 





1) Biochem. Z. 7, 329 (1907) u. zwar S. 331. 
2) J. of biol. Chem. 88, 81 (1919). 
3) Diese Z. 65, 232 (1910). 
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Doppelversuche: mg Glucose gef. a) 20,0, b) 24,4; a) 20,0, b) 16,7; a) 20,3, 
b) 22,7; a) 9,3, b) 9,6; a) 15,7, b) 17,1; a) (Ferrihydr.) 20,7, b) (Wolfr.) 19,3; 
a) 25,6, b) 24,9 (beide mit Ferrihydr.). 


Die Erfahrung aus den im folgenden (Tabb. 1—4) mitgeteilten 
Versuchen lehrt, daB aus den abgetéteten Leukocyten in Puffer- 
lésungen von px = 5,4—7,0 Glucosemengen von 2—7°!, ihres 
Trockengewichts entstehen. Mengen von 4—5°/, sind Durchschnitts- 
werte guter Versuche. Es erschien nicht unmdglich, eine Steigerung 
dieser Werte durch gré8tmoégliche Abkiirzung der Isolierungsdauer 
der farblosen Blutkérperchen zu erzielen. In der Tat hat J. de 
Haan!) einmal beim Eintragen von Pferdeblutleukocyten in Blut- 
serum (wie beim Verweilen von Exsudatleukocyten in 0,9°/,iger 
Kochsalzlésung) einen Rickgang des Glykogengehalts, und zwar 
in 8 Stunden von 1,5 auf 0,2°/, beobachtet, allein in nicht reprodu- 
zierbarer Weise. Es gelang nun beim Arbeiten mit den grofen 
priparativen Mengen unter Verzicht auf vollstindige Ausheute die 
Zeitspanne vom Tod des Versuchstieres bis zum Beginn der Mes- 
sungen von 5 Stunden auf 21/, Stunden abzukiirzen. Aber wie die 
Versuche der Tab. 1 ergeben, fallen unter solchen Umstinden die 
Zuckerwerte keineswegs hoher aus. Die Glykogengehalte einiger 
besonders rasch isolierter Priparate von Leukocyten waren sogar, 
gewiB zufallig, ungewohnlich niedrig. 


Tabelle 1. 


Glykogengehalte méglichst rasch isolierter Leukocyten 
(Versuch bei 30°). 











V m Glucose 
ers. i P RI Lik- i OL 
Nr. ee PH Versuchszeit - | °/, des Leuk.- 
: 8 | Trockengew. 
I 592 5,5 6 Tage 7,2 | 1,2 
2 736 6,2 31 Stdn. 5 Tage} 7,2 10,2 | 1,0 1,4 














Versuche mit Leukocyten in Glycerinsuspension 
und ohne Glycerin. Der Glykogenzerfall kann nicht in lebenden 
Blutzellen gemessen werden, da sich in ihnen Glykolyse nicht ver- 
meiden 1é6t. Nach der Vergiftung mit Toluol sind aber die Voraus- 
setzungen fiir die Autolyse und fiir das Auswandern der Amylase 
aus den Zellen gegeben. Es war zu erwarten, daB die Bedingungen 
fiir das Herauslésen der Enzyme noch giinstiger beim Vermischen 





1) Biochem. Z. 128, 124 (1922). 
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der Leukocyten mit Glycerin wiren. In einer Versuchsreihe, die 
in Tab. 2 wiedergegeben ist, verglichen wir den Verlauf der Gly- 
kogenspaltung mit Glycerinsuspensionen der Leukocyten und mit 
Leukocyten, die frisch, ohne Glycerin, in Pufferlésungen suspen- 
diert waren. Der Unterschied ist bedeutend. Die Reaktion ver- 
liuft viel rascher bei Anwendung von Leukocyten selbst als in den 
Parallelversuchen mit Glycerin. Die Endwerte werden im erstefen 
Falle in einigen Stunden, in letzterem in mehreren Tagen erreicht. 
Allerdings sind trotz des langsameren Verlaufs die Endwerte nicht 
niedriger. Is sind sogar die héchsten Glykogengehalte in Versuchen 
mit Glycerinsuspensionen von Leukocyten (Tab. 4, Versuch 2 und 8) 
beobachtet worden. ~ 

Wahrscheinlich wirkt die Amylase wihrend einiger Zeit in 
den abgetéteten Zellen (ohne Glycerin) noch in verhialtnismafBig 
groBer Konzentration auf das Glykogen ein oder in giinstigerem 
Aktivierungszustand. Ferner ist dem Glycerin, wie im II. Abschnitt 
ausgefiihrt wird, hemmende Wirkung auf Desmo-amylasen eigen. 
Endlich wird dabei mitspielen, daB auch die Maltase der Zellen, 
wie in einer folgenden Abhandlung gezeigt werden soll, einer 
Hemmung durch Glycerin unterliegt. Besondere Versuche haben 
iibrigens gezeigt, daB es keinen Unterschied in bezug auf die Glucose- 
endwerte bedingt, wenn im Versuchsansatz ein Teil des Wassers 
durch Glycerin ersetzt wird. 


Tabelle 2. 


Verlauf der Glykogenhydrolyse in Leukocyten ohne Zusatz und 
nach kurzer Einwirkung von Glycerin (Versuche bei 30°; py = 6,2—6,3). 
































fad Glucose 

Vers.| Versuchs- oA Vv letloatn i °/, des 

Nr. | anordnung |S] PH _— Leuk.- 
_ =s Trocken 
| |B & - gewichts 
1 fohne Glycerin] 736] 6,2 {15/,Stdn. 51/,Stdn. 29Stdn.| 5,7 21,2 22,810,8 2,9 3,1 
2 fohne Glycerin] 686] 6,3 [5 Stdn. 72 Stdn.}18,7 21,1/2,7 3,1 
3 |mit Glycerin] 464] 6,3 [41/,Stdn.19'/,Stdn.77Stdn.| 3 7 22,3,— — 4,8 
4 |mit Glycerin] 752 [6,3—6,4]18 Stdn. 6 Tage} 9,4 22,7/1 2,4 


Konstantbleiben des Glykogengehalts. In einer Reihe 
von Versuchen, welche die Tab. 8 verzeichnet, wurde die Frage 
geprift, ob in den isolierten Leukocyten nach kirzerem oder 
langerem Aufbewahren bei Temperaturen zwischen 8° u. 20° eine 
Abnahme des Glykogens eintritt, sei es, daB es sich um den wichti- 
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geren Fall der lebenden Blutzellen (ohne Glycerin) handelt oder 
nur um Glycerinsuspensionen, also um abgetétete Zellen, in denen 
unter solechen Umstianden enzymatische Vorginge gewi nicht aus- 
geschlossen sind. Die vergleichenden Versuche zeigen, daf keine 


Abnahme von Glykogen eintritt. Sogar in der glykogenreichen 
Leukocytenprobe des Versuchs 1 erfolgte bei 5—6 Stunden langem 
Aufbewahren bei Zimmertemperatur (ohne Glycerin) gar kein 
Rickgang des Glykogengehalts. 


Tabelle 38. 


Glykogengehalte der Leukocyten sofort nach der Isolierung und 
nach einiger Zeit (Versuche bei 30°). 




















mg Glucose 

Vers Vorbehandlung der Trocken- PE Versuchs- | ip — 
: ; | Leu 

Nr. Leukocyten gew. der zeit mg | Trocken- 
Leuk. | gew 
Es 640 [6,1| 44 Stan. [37,9! 5,9 

b) | ohne Glycerin 51/, Stdn. bei | 

Zimmertemp. gest. . . . 640 6,1] 44 Stdn. [36,4' 5,7 
Qa)|frisch .......:.. 624 16,1] 3Tage 13 | 2,1 


780 mg Trockengew. ohne 


Glycerin 6 Stdn. bei Zim- | 
mertemp. gest... .. . 624 6,1] 3 Tage |13,9; 2,2 
c) | 780 mg Trockengew. + | 

2,5 ccm Glycerin 6 Stdn. 
bei Zimmertemp. gest. . 624 {6,1 
ee ee 6 we 6K we a ee 640 = 16,1 
b) | 800mg Trockengew. ohne 
Glycerin 61/, Stdn. bei 
Zimmertemp. gest. . . 640 =‘6,1 
ec) | 800 mg Trockengew. ohne 
Glycerin 28 Stdn. bei 
Zimmertemp. gest. . . . 640 = 6,1 


3Tage 116 | 2,6 
20 Stdn. |12,8 2,0 


20 Stdn. |11,1 1,7 

















20 Stdn. |17,4| 2,7 


Diese iiberraschende Bestiandigkeit des Glykogens in den 
ruhenden Phagocyten gegen die neben ihm vorhandene Glykogenase 
ist vielleicht darauf zuriickzufiihren, daB das Glykogen nicht so, 
wie wir es kennen, in den Leukocyten enthalten zu sein pflegt, 
sondern in einer Adsorptionsbindung oder in chemisch gebundener 
Form. 


P.,-Abhangigkeit des Glykogenabbaus in Versuchen mit Leukocyten. 

Die pu-Abhangigkeit der Hydrolyse von leukocytirem Gly- 
kogen durch leukocytére Amylase wurde mit zwei Versuchs- 
anordnungen geprift: entweder suspendierten wir die natrium- 
chloridhaltigen Leukocyten bei Gegenwart von Toluol in Phosphat- 
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lésungen oder, haufiger, wir vermischten die Leukocyten zuerst 
mit Glycerin und brachten sie dann in einen im itibrigen itiberein- 
stimmenden Versuchsansatz. Einen sicheren Unterschied zwischen 
den beiden Versuchsanordnungen zeigen die Ergebnisse nicht. 

In der Tab. 4 sind diese Versuche zusammengestellt. Der 
Versuch 1 zeigt pu = 5,4 als Optimum; dieser Bereich ist in jenem 
Beispiel ein wenig giinstiger als 6,1—6,3. In Versuch 2 gibt es 
zwischen diesen beiden Aciditétsbereichen keinen Unterschied. In 
einer Anzahl anderer Versuche, naimlich Nr. 8, 4, 5 und 6, verlief 
die Glykogenspaltung bei px = 5,3—5,4 betrachtlich langsamer 
als in dem etwas schwiécher saueren Medium (6,2—46,4). 

Die Fille sind -iiberwiegend, in denen das px-Optimum der 
Reaktion bei 6,2—6,4 hegt, aber das Verhaltnis der Geschwindig- 
keiten bei verschiedenen Wasserstoffzahlen ist ungemein wechselnd. 
Weit gréBer als in den eben angefiihrten Versuchen 3—46 ist die 
Uberlegenheit der Gebiete von px = 6,2 oder 6,8 gegeniiber 5,2 
bis 5,3 in einer Anzahl weiterer Versuche. Derjenige Bereich (5,2), 
der in Versuch 1 optimal erschien, erwies sich in den Versuchen 
7, 8 und 9 als ausnehmend ungiinstig. 

Im Versuch 10 mit Leukocyten, die sofort nach der Darstellung 
ohne Zusatz von Glycerin untersucht wurden, ist sogar bei pu == 5,2 
wihrend 3 Tagen tiberhaupt kein Glykogenzerfall erfolgt. Dieses 
Ergebnis steht in unseren Versuchen iibrigens nicht vereinzelt. 

Nach der alkalischen Seite fallt die Reaktionsgeschwindigkeit 
von dem hier so oft beobachteten Optimum von pu = 6,2 an 
ziemlich steil oder sogar recht steil ab, so daB die Zuckerbildung 
gemif den Versuchen 11, 12, 13 und 14 schon bei 6,5—6,8 viel 
langsamer verlauft. Ausnahmen hiervon, in denen die leukocytire 
Amylase in dem gegebenen Zustand dem bekannten px-Optimum 
von tierischen Amylasen + NaCl entsprechen wiirde, kamen nicht 
vor. Bei den Versuchen nahe dem Neutralpunkt kann sich schon 
die Verinderung der Proteine stérend geltend machen, die eine 
schwammig-schleimige Beschaffenheit annehmen und die Zellreste 
verkleben. 

Anormale Beobachtungen sind die Riickgainge im Versuch 15 
bei px = 6,1 und 6,4 in 6 Tagen und im Versuch 14 bei px = 6,5 
in 3 Tagen. Die hier gefundenen niedrigen Werte wecken den 
Verdacht, daB im Gegensatz zu so vielen anderen Versuchen mit 
sauberem Verlauf hier trotz der Gegenwart reichlicher Toluol- 
mengen langsamer Zuckerverbrauch durch Mikroorganismen statt- 
gefunden haben kénnte. 
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Beobachtungen mit gréBeren und mit viel geringeren 
Kochsalzmengen. Es verdiente gepriift zu werden, ob die Ver- 
schiedenheit der Amylase in den Leukocyten gegeniiber Pankreas- 
amylase hinsichtlich der optimalen Aciditaét nicht vielleicht durch 
unvollstaéndige und von Fall zu Fall ungleiche Aktivierung des 
Enzyms durch Natriumchlorid bedingt ist. Es ist naimlich zu 
beriicksichtigen, da& nach K. Myrbiack?) mit dialysierter Amylase, 
z. B. des Speichels, ohne Natriumchlorid das px-Optimum bei 6,2, 
dagegen mit Natriumchlorid bei 6,8 gefunden wird. 

Mit frisch dargestellten Leukocyten (und zwar Einzelpriipa- 
raten) wiederholten wir daher unter den Versuchsbedingungen der 
Tab. 4 die Beobachtungen des Zerfalls von intracellulirem Gly- 
kogen bei Anwendung von 10 mal mehr Natriumchlorid, namlich 
mit einem Gehalt des Versuchsansatzes von 1°/,. Die Versuche 
der nachstehenden Tab. 5 ergaben das unverinderte px-Optimum 
von 6,1—6,3 und steilen Abfall der Reaktionsgeschwindigkeit nach 
der alkalischen wie nach der saueren Seite hin. 


Tabelle 5. 


Verlauf der Glykogenhydrolyse bei Zusatz von Kochsalz 
(Vers. enthalten 1°/, NaCl). 








Leuk.- Glucose in 














bog Trockengew. PH oor a a | 97, des 
i : n ’ g aes 
i m mg ; Pm _ | Trockengew. 
l 736 5,3 4 0 | 0 
6,1 4 9,3 1,3 
6,8 + 3,1 0,4 
2 880 5,4 4 25 0 6,1 0 0,7 
880 6,2—6,3 4 25 15,3 35,4 1,7 4,0 
880 6,8 4 25 71,0 34,1 0,9 3,9 


Wenn die Anwesenheit von Natriumchlorid von Einflub auf 
die optimale Aciditaét ist, dann geniigte also die bei der iblichen 
Darstellung zu den Leukocyten kommende Menge. Aber auch der 
Ausschlu8B von Natriumchlorid oder wenigstens weitgehende Ver- 
minderung dnderte gar nichts an der px-Abhangigkeit. Anstatt 
im Laufe der Isolierung die Leukocyten oftmals mit physiologischer 
Kochsalzlésung auszuwaschen, haben wir den rohen Leukocyten- 
brei mindestens 6mal an der Zentrifuge mit einer kochsalzfreien 
Phosphatlésung ausgewaschen. Sie enthielt neben einer Spur 
Ammonoxalat in 1 Liter 16,8 g reines Na, HPO,-2H,0 u. 8,2 g reines 


1) Diese Z. 159, 1 (1926). 
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KH,PO,. Aber auch bei so weitgehender Verdraéngung des Natrium- 
chlorids bestitigte sich wieder die grobe Uberlegenheit von pu = 6,3 
gegeniiber 6,9. 

Leukocyten von 800 mg Trockengewicht: 


p = 6,3, Versuchszeit 5 Stunden, 16,4 mg Glucose = 2,1°/, 
p ='¢9, - 5 ‘ 6,4 mg a = 0,8°/, der Leukocyten. 


II. Abschnitt. Desmo- und Lyo-amylasen. 
Theoretischer Teil. 


Seit unseren ersten Versuchen!) iiber die Saccharase der Hefe 
streben wir nach tieferer Kenntnis vom Lésungsverhalten der 
Zellenzyme und von den Vorgingen, die ihre Auflésung bewirken. 
Vordem galt die Annahme?), daB die Saccharase wie andere Hefe- 
enzyme ganz oder zum groBen Teil in freiem und leicht léslichem 
Zustand in den Zellen enthalten sei. Aber eine Fille von Beob- 
achtungen schien uns dagegen zu sprechen und die Fragestellung?) 
zu fordern, ,,durch welche Vorgiinge die Auflésung des Invertins 
herbeigefiihrt oder gestért wird, und durch welche Umstinde die 
Unlésbarkeit des Invertins aus der Hefezelle bedingt wird”. 

Das Verhalten der farblosen Blutkorperchen kénnte zu der 
Anschauung fiihren, daB diese Zellen in bezug auf ihren enzymati- 
schen Apparat wesentlich anders als die Hefepilze organisiert seien. 
Wenn wir némlich die nach dem schonenden Verfahren von Ham- 
burger und Hekma isolierten Leukocyten in frischem Zustand 
mit Glycerin vermischen, so entsteht sehr leicht eime Enzym- 
lésung. Schon nach einigen Minuten lat sich eine Lésung abtrennen, 
die Amylase enthalt. Eine zweite Behandlung mit Glycerin zeigt, 
da8 die Auflésung schon beendet ist. Aus den Messungen geht 
allerdings hervor, daB die Ausbeute an Amylase in den Lésungen 
unvollkommen ist. Die Zellreste iiben ebenfalls diastatische Wir- 
kung aus. Es ist nun durch die sehr leicht erfolgende Auflésung 
nicht bewiesen, und es ist kaum wahrscheinlich, daB das Enzym 
schon in léslichem, freiem Zustand in der lebenden Zelle enthalten 
war. Vielmehr diirfte die Amylase trotz der vorsichtigen, raschen 
Auflésung erst postmortal, durch einen besonderen autolytischen 
Vorgang léslich geworden sein. 

Wenn die Leukocyten durch Kinwirkung von viel Aceton 


AMSA ‘ick REN RE Se J F i 








1) R. Willstatter u. F. Racke, Liebigs Ann. 426, 1 (1920/21). 
2) O. Svanberg u. H. v. Euler, Fermentforschung 4, 90 (1920). 
3) R. Willstatter u. F. Racke, Liebigs Ann. 427, 111 (1921). 
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schlagartig getrocknet werden, dann geben sie an Glycerin keine 
oder sehr wenig Amylase ab. Daf die Glycerinausziige éfters 
doch eine geringe diastatische Wirkung zeigen, ist belanglos. 
Unsere 1m groBen gewonnenen Leukocytenpriparate enthalten, 
wie die mikroskopische Betrachtung zeigt, immer einen Bruchteil 
abgestorbener, zerstérter Zellen, worin unvermeidlicherweise die 
Autolyse begonnen hat. Auch gibt es eine Ungenauigkeit beim 
Abtrennen der Glycerinlésungen von den Zellresten; man muf 
mit Wasser, mindestens mit dem gleichen Gewicht, verdiinnen 
und dadurch wenigstens fiir kurze Zeit die Bedingungen fiir Zell- 
abbau herstellen. Man kénnte zweifeln, ob Amylase, falls in freier 
Form vorhanden, wirklich durch Glycerin der entwiisserten Zell- 
substanz entzogen werden miiBte, oder ob sie vielleicht, bei der 
Koagulation des Zellinhalts niedergeschlagen, aus Adsorbaten 
schwierig durch Glycerin eluiert wiirde. Aber der Vergleich mit 
der Aufldsung der Amylase aus acetongetrockneter Pankreas- 
driise’) beseitigt diesen Zweifel. Die Amylase wird besonders 
leicht der Driisentrockensubstanz durch Glycerin entzogen, auch 
zeigt sie im Vergleich zu anderen Enzymen auffallend geringe 
Adsorptionsaffinitat. 

Danach ist es wahrscheinlich, daB die aus Frischleukocyten 
rasch isolierte glycerinlésliche Amylase aus glycerinunldslicher 
durch eine hydrolytische Reaktion hervorgegangen ist. Daf der 
Lésungsvorgang in kurzer Dauer vollstaéndig wurde, deutet darauf 
hin, daB die Amylase, wenn nicht autokatalytisch, so doch durch 
einen Vorgang freigelegt wird, in dessen Verlauf das freilegende 
Agens an Wirksamkeit zunimmt. EKine autokatalytische Frei- 
legung wiré"die Hydrolyse eines Glykogenase-Glykogen-adsorbats 
oder -komplexes durch eine Spur freier Glykogenase. Da in diesem 
Fall das freilegende gleich dem freigelegten Enzym wiire, so miiBbte 
sich der Vorgang zu groBer Geschwindigkeit steigern. Aber auch 
bei der Annahme einer Verankerung von Amylase an Protein- 
substanz wiirde durch das Reagieren einer Spur freier Proteinase 
neben der Amylase auch mehr und mehr Proteinase und dadurch 
mit steigender Geschwindigkeit Amylase in Freiheit gesetzt. 

Es fehlt an einer geeigneten Nomenklatur zur Unterscheidung 
der in natiirlichem Zustand unléslichen und der infolge enzymati- 
scher Freilegungsvorgiinge ldslich gewordenen Amylasen. Die 


1) R. Willstatter, E. Waldschmidt-Leitz u. F. Memmen, Diese Z. 
125, 132 (1922/23) und zwar S. 151. 
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Kennzeichnung beider Amylasen oder, wie gezeigt wird, beider 
Gruppen von Amylasen, wird iiber dieses Gebiet hinaus zum ge- 
naueren Vergleich der urspriinglichen und der abgebauten Zell- 
enzyme anregen. Es scheinen beispielsweise noch keine Versuche 
unternommen zu sein, die in der Hefezelle unléslich vorkommende 
Saccharase und Maltase durch besondere Merkmale von der lés- 
lichen Saccharase und Maltase zu unterscheiden. 

Man pflegt die frei sezernierten Enzyme als ,,Exoenzyme* 
gegeniiberzustellen den ,,Endoenzymen* oder intracelluliren, die 
nur innerhalb der Zelle zur Wirkung gelangen und die unldsbar 
an das Zellgeriist gebunden sind. Der Name Endoenzyme la8t sich 
nicht genau, die Bezeichnung Exoenzyme gar nicht auf den Fall 
der leukocytéren Amylasen und auf ahnliche Falle anwenden. 
Nicht nur fiir die von lebenden Zellen frei sezernierten Enzyme, 
sondern auch fiir die durch Autolyse oder durch willkirlich ge- 
leitete Freilegung léslich gewordenen soll die Bezeichnung ,, Lyo- 
enzyme‘ eingefiihrt werden. Fiir die urspriinglich in unléslichem 
Zustand vorkommenden Enzyme sei das Praefixum ,, Desmo‘*!) 
vorgeschlagen. Wenn bei Endoenzymen an ein physiologisches 
Verhalten, an das Vorkommen und Verbleiben innerhalb der 
lebenden Zelle gedacht wird, soll mit Desmo-enzymen dariber 
hinaus die auf der Bindung an hochmolekulare Gebilde beruhende 
Unloslichkeit in gewissen Lésungsmitteln wie Wasser und Glycerin 
ausgedriickt werden. Dies schlieBt nicht aus, daf Desmo-enzyme 
sich zum Teil wie gewisse Proteine in Puffern aufldésen. 

Ein unerwartetes Ergebnis unserer Arbeit ist die Auffindung 
mehrerer und sogar zahlreicher leukocytarer Amylasen mit scharfen 
Unterschieden: es sind némlich zwei Lyo-amylasen uad mindestens 
drei, wahrscheinlich vier Desmo-amylasen zu beschreiben. 

In der «-Lyo-amylase, die aus Frischleukocyten in Glycerin 
iibergeht, wird man gewi8 erwarten, die pankreatische Amylase 
wiederzufinden. Sie ist aber von der letzteren verschieden. Bei 
mittleren Konzentrationen des Phosphatpuffers wirkt sie bei 
pu = 6,2 giinstiger als bei 6,8, umgekehrt wie Pankreas- und 
Speichel-amylase. Zum Unterschied von diesen ist sie unter ge- 
eigneten Bedingungen durch Calciumion aktivierbar. Ferner ist 
sie viel leichter zersetzlich als Speichel- und Pankreas-amylase. 

Es gibt aber noch einen wichtigeren, prazisen Unterschied. 
a-Lyo-amylase ist, wie sich in vielen Versuchen (Tab. 15) gezeigt 


1) Von dscudc = Bindung. 
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hat, nur bei Gegenwart von Phosphorsiiure wirksam, die aller- 
dings durch Arsenséiure, weniger gut durch Weinsiure ersetazt 
werden kann, gar nicht durch Citronensiiure. In Natriumacetat 
Essigsiuremischung ist die «-Lyo-amylase ginzlich wirkungslos, 
wahrend bekanntlich Pankreas- und Speichel-amylase beim Fehlen 
von Phosphorsiure dieselbe Reaktionsgeschwindigkeit besitzen wie 
in Phosphatpuffer. 

Unter besonderen Bedingungen sind wir in den Blutzellen 
auch einer zweiten Lyo-amylase begegnet, von der wir keinen 
Unterschied gegeniiber Pankreas-amylase anzugeben vermégen. Zu 
dieser B-Lyo-amylase gelangen wir bei der Darstellung von Leuko- 
cyten nach dem Szilardverfahren, also durch fraktionierte Hiimo- 
lyse, wobei die Blutkérperchen anormalen px-Bedingungen unter- 
worfen werden. In mehreren Beispielen mit Blut von Hund und 
Pferd lieferten die Szilardleukocyten mit Glycerin eine einheitliche 
Amylase oder tiberwiegend eine Amylase, die so wenig wie die 
pankreatische auf Anwesenheit von Phosphorsiure angewiesen ist 
(Tab. 27). In anderen Versuchen, z. B. beim Behandeln von 
Hamburgerleukocyten mit Saéure und Alkali, entstanden Gemische 
von a- und #-Lyo-amylase. 

Die Desmo-amylase aus Frischleukocyten zeigt, obwohl nicht 
einheitlich, folgende Gesamtmerkmale: sie ist bestiindiger, und 
ihre Wirkung ist von Phosphat unabhingig; iiberraschend ist es, 
daB sie durch Glycerin schon bei geringer Konzentration desselben 
vollstandig oder sehr weitgehend gehemmt wird. Diese Hemmbar- 
keit ist der Desmo-amylase auch dann eigen, wenn und soweit 
sie mit Salzen, namentlich Dinatriumphosphat, in Lésung ge- 
bracht wird. Drei Komponenten dieser Desmo-amylase lassen sich 
unterscheiden. Bei der Behandlung der Zellreste mit Phosphat- 
lésung geht eine Amylase (f-Desmo) in Lésung und zwar unter 
Erhaltung der angefiihrten Merkmale. Die Zellreste lassen dann 
einen bestimmten weiteren und zwar einen groBen Anteil (y) der 
Amylase bei der Einwirkung von Proteinase, nimlich von Papain, 
in Lésung gehen; diese Lésung stimmt mit derjenigen von f iiberein. 
SchlieBlich ist noch eine Komponente der Desmo-amylasen (6) in 
den Zellresten zuriickgeblieben, unangreifbar durch Puffer und 
durch Proteinase, auch noch hemmbar durch Glycerin. 

Wahrend in vielen Darstellungen diese Amylasen scharf 
iibereinstimmende Wirkung in Acetat- wie in Phosphatpuffer er- 
gaben (Tab. 6), zeigt die Zellrest-amylase haufig ein anderes Ver- 
halten, wenn sie in den mit Aceton getrockneten Leukocyten 
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geprift wird. Hier findet man eine zusitzliche Wirkung (Tab. 18) 
bei Gegenwart von Phosphat (im Vergleich zur Reaktion in Acetat- 
puffer), und die Hemmung durch Glycerin ist weniger weitgehend. 
Es 14Bt sich noch nicht beweisen, aber es ist am einfachsten, diese 
Beobachtungen so zu erklairen, daB in den Trockenleukocyten, also 
bei Vermeidung der zur phosphaterfordernden «-Lyo-amylase 
fiihrenden Freilegung, auBer der f-y-6-Desmo-amylase eine vierte 
Amylase («) enthalten ist, die zum Unterschied von den anderen 
Phosphorsaéure erfordert und durch Glycerin nicht oder wenig 
hemmbar ist. 

Die Erklaérung der zwischen den Lyo- und den Desmo-amylasen 
und zwischen den einzelnen Desmo-amylasen bestehenden Unter- 
schiede mag von dem vorliufigen Bild ausgehen, das von der 
Natur eines Enzyms gegeben worden ist"): dieses soll sich aus einer 
an sich unstabilen spezifisch wirksamen Gruppe und einem schiitzen- 
den kolloiden Trager zusammensetzen. Der kolloide Trager, der 
wohl zu unterscheiden ist von den je nach dem Gang der Zell- 
auflésung wechselnden hochmolekularen Begleitstoffen, Schleppern 
eines Knzyms, kann mehr oder weniger weit abgebaut werden. In 
den Desmo-amylasen wird man scharf abgestufte Verbindungen 
mit glycerinunléslichen hochmolekularen “Stoffen anzunehmen 
haben: mit pufferléslichem Protein, mit proteaseverdaulichem 
Protein, mit proteaseresistentem Kolloid vielleicht von Poly- 
saccharidnatur. 

Das Phosphaterfordernis, das die «-Lyo-amylase von anderen 
leukocytiren Amylasen unterscheidet, scheint anzudeuten, da 
die ohne Phosphorsiéurezusatz wirksame Amylase in ihrem eigenen 
Komplex Phosphorséure enthalt, so wie es auf einem anderen 
Gebiet, nimlich fiir Amino-polypeptidase, jiingst von A. K. Balls 
und Fr. Kéhler?) gefunden worden ist. Es besteht indessen noch 
wenig Aussicht, eine soleche analytische Frage zuverlissig zu ent- 
scheiden. Was besagen unsere analytischen Angaben, seien sie 
positiv wie hier fiir den Phosphor oder negativ wie fir Eisen bei 
den Peroxydasepraiparaten, wenn es sich nach R. Kuhn, D. B. 
Hand und H. Florkin®) zeigt, daB ein weitgehend, namlich bis 
zur Bestindigkeitsgrenze gereinigtes Enzym aus 999 Teilen Trager + 
Ballast und 1 Teil Katalysator besteht ? 


1) R. Willstatter, J. Graser u. R. Kuhn, Diese Z. 123, 1 (1922) und 
zwar 8. 45; R. Willstatter, Ber. chem. Ges. 55, 3601 (1922) und zwar S. 3606. 

*) Naturw. 19, 737 (1931). 

3) Diese Z. 201, 255 (1931). 
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Die Unterscheidung der verschiedenen leukocytéren Amylasen 
und ihre Erklarung wird, wie wir hoffen, die Zusammenfassung 
und in gewissen Fallen die Klarlegung vieler bemerkenswerter 
Beobachtungen férdern, die an Enzymen der Leukocyten (Trypsin, 
Kathepsin, Maltase) wie an denen der Pilze (Saccharase, Maltase) 
gesammelt wurden und die sich auch sonst zerstreut auf ver- 
schiedenen Enzymgebieten finden. 

Die leukocytaére Amylase zeigt in ihrem Lésungsverhalten 
Analogie zu der viel mehr untersuchten Amylase der Pflanzen- 
samen. Die Amylase der Getreidek6érner ist nur zum Teil wasser- 
léslich. Nach der schénen Untersuchung von J. L. Baker und 
H. F. E. Hulton?) und der vorausgegangenen von J. 5. Ford 
und J. M. Guthrie?) lefern die Riickstinde nach dem Ausziehen 
von Gerste mit Wasser bei der Einwirkung von Papain eine 
weitere Amylaselésung, die in ihren Higenschaften mit der ur- 
spriinglich vorhandenen léslichen Gersten-amylase iibereinstimmt. 
Die unldsliche Amylase der Gerste wurde von Baker und Hulton 
mit der Annahme erklart, da8B sie mit Protein (Hordein) zu einem 
unléslichen Enzymkomplex assoziiert sei. 

Ks ist auch daran zu erinnern, da8 es bei der Lipase des Ricinus- 
samens, die auffallend leicht denaturiert wird, gelungen ist*), Ver- 
iinderungen am kolloiden Trager vorzunehmen, die von bedeuten- 
dem Einflu8 auf die Enzymeigenschaften waren. Die urspriing- 
liche Spermatolipase wie die aus ihr bei der Keimung oder beim 
Behandeln mit Pepsin entstehende Blastolipase, die ausgeprigtere 
synthetisierende Wirkung besitzt, sind beide unléslich, auch in 
Glycerin. Aber die Eigenschaften der Blastolipase zeigen einen 
mehr abgebauten Zustand des zum HEnzymkomplex gehérenden 
Samenproteins an. 

Eine Analogie zu Lyo- und Desmo-amylase findet sich auf dem 
Gebiet der tierischen Enzyme in einer leider noch nicht ver6ffent- 
lichten Untersuchung*) von R. Willstatter, E. Waldschmidt- 
Leitz. J. Waldschmidt-Graser und Th. Dorfmiller wtber 
eine Aminoacylase der Niere, das Histozym. Die Niere des Hundes 
lieferte nur Lyo-, die des Pferdes ausschlieBlich Desmo-histozym, 
das weder in wiBrige Medien noch in Glycerin iibergeht. Der Unter- 


1) Chem. Soc. 1922, 1929. 

2) I. Inst. Brewing 14, 16 (1908). 

3) R. Willstatter u. E. Waldschmidt-Leitz, Diese Z. 134, 161 
(1923/24) und zwar S. 205. 

4) Mitgeteilt in E. Waldschmidt-Leitz, Die Enzyme, Braunschweig 
1926, S. 80 u. 153. 
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schied ist gewiB in der Zusammensetzung der kolloiden Gruppe 
des Enzymkomplexes begriindet, deren Proteinbestandteil von Fall 
zu Fall differieren wird. Wahrscheinlicher beruhen die Unterschiede 
zwischen den Histozymen der einzelnen Tiere auf der mehr oder 
weniger weitgehenden oder auch gar nicht erfolgenden proteo- 
lytischen Freilegung. Die Anwendung von Proteinase zur Frei- 
legung wiirde auch hier weitere Aufschliisse versprechen. 

Ahnlich wie die Freilegung von Lyo-enzymen aus den un- 
léslichen Komplexen wird wahrscheinlich die Mobilisierung aktiver 
Driisenstoffe des Tierkérpers, z. B. der Schilddriise, aus ihren un- 
léslichen Aggregaten mit Proteinen verlaufen. 


Experimenteller Teil. 


I. Die glycerinunloslichen Amylasen (Desmo-amylasen) der Leukocyten. 


Die nach dem vorsichtigsten Verfahren, dem von E. Hekma 
und H. J. Hamburger, aus Pferdeblut gewonnenen Leukocyten 
liefern bei langerem wie kiirzerem Behandeln mit Glycerin (mit 
dem 21/,—38 fachen Volumen von 86°/,igem Glycerin) einen diasta- 
tisch wirksamen Zellriickstand. Er enthalt haufig ein einheit- 
liches System von phosphat-nicht-erfordernden Desmo-amylasen, 
deren es drei gibt. Die Wirkung auf Starke und Glykogen wurde 
nimlich in vielen Beispielen (Tab. 6) in Natriumacetat—Essig- 
siurepuffer ebenso groB gefunden, als in Phosphatlésung von 
gleichem pu. Namentlich bei einmaliger Einwirkung von Gly- 
cerin kommt es aber auch oft vor, worauf im folgenden naéher 
eingegangen wird (vgl. Tab. 12), dafi das Wirkungsvermégen in 
Phosphatsuspension gré8er ist als in Acetat, daB also die Zell- 
reste auch eine phosphat-erfordernde Desmo-amylase («) zu ent- 
halten scheinen. Es hingt von feinen Einzelheiten der Versuchs- 
-bedingungen ab, ob die amylolytische Wirkung der Zellreste einem 
Kinflu8 des Phosphations unterliegt. Zuverlissig fanden wir 
nimlich die Gewinnung von ausschlieBlich phosphat-nicht-be- 
dingendem unldéslichem Enzym bei zweimaliger, sei es auch nur 
je 10 Minuten dauernder Einwirkung von Glycerin. In allen der- 
artigen Versuchen (Nr. 6—11 der Tab. 6) war die Ubereinstim- 
mung mit und ohne Phosphat vollstandig. 

In diesen Versuchen war die Konzentration des Acetat- und 
des Phosphatpuffers (8 cem m/5 in 36 ccm Versuchsansatz) = 
m/22,5. Die Konzentration des Phosphats war itbrigens ohne 
merklichen EinfluB auf die Reaktionsgeschwindigkeit, wie die Ver- 
suche der Tab. 7 zeigten. 
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Tabelle 6. 


Gleiche Wirkung in Phosphat- und Acetatpuffer 
(B-, y- und 6-Desmo-amylasen.) 
(Alle Angaben beziehen sich auf die Titrationsprobe; 30°; mit Toluol.) 



































. | 
Ter. In } p 
Vorbehandlung der | Trocken- Bhar Phos- | ,. "4 
NY ; gewicht mg hat- Acetat- 
Nr. | Leukocyten mit a ti PH dauer a pha ffe 
; . Leuk. , Starke | puffer puirer 
Glycerin in mg in vas 
Stdn. mg Glucose 
1 11/, Stdn 435 6,8—6,5 18 128 13,6 13,7 
2 3 Tage 317 6,2 20 138 15,5 16,0 
3a 15 Min. 432 6,2 20 133 15,3 15,9 
3b 31/, Stdn 432 6,2 20 133 | 14,5 | 16,4 
4a 10 Min. 615 6,2 20 133 21,5 20,0 
4b 3 Stdn. 615 6,2 20 133 19,6 19,3 
5 3 Stdn. 330 6,2 19 152 20,6 | 20,7 
6 | 1. Extr. 10 Min. 477 16,2—6,6] 19 131 TA} Ty 
2. Extr. 11/, Stdn | 
7 | 1. Extr. 10 Min. 446 6,2 23 133 17,7 | 17,5 
2. Extr. 2 Stdn. | 
8 | 1. Extr. 11 Min. 489 6,2 19 133 11,1 | 13,1 
2. Extr. 15 Min. 
9 | 1. Extr. 10 Min. 540 6,2 19 133 16,3 | 15,4 
2. Extr. 15 Min. 
10 | 1. Extr. 10 Min. 544 6,2 19 133 13,0 13,2 
2. Extr. 10 Min. 
11 | 1. Extr. 12 Min. 507 6,2 22 133 46,7 47,2 
2. Extr. 11/, Stdn. 
Tabelle 7. 


Versuche mit Desmo-amylasen bei verschiedenen Phosphat- 
konzentrationen (py = 6,2). 


























Trocke .| V hs- Phosphat- 
Nr. peer emt 8 d. facie. pore : in ar mg Glucose 
- sae in mg in Stunden tration 
la | 12’ u. 1/, Stdn. 507 22 m/45 46,3 
b | 12’ u. 11/, Stdn. 507 22 m/22,5 46,7 
c | 12’ u. 11/, Stdn. 507 22 m/13,5 47,4 
2a | 10’ u. 2 Stdn. 550 19 m/90 15,2 
b | 10’ u. 2 Stdn. 550 19 m/45 15,0 
ec | 10’ u. 2 Stdn. 550 19 m/22,5 15,3 
d| 10’ u. 2 Stdn. 550 19 m/13,5 17,0 


Den phosphat-nicht-erfordernden glycerinunléslichen Amy- 
lasen ist das Verhalten gegen Glycerin eigentiimlich, das die Bei- 
spiele der Tab. 8 erkennen lassen: die Stirkehydrolyse wird durch 
Zusatz von Glycerin, und zwar schon bei mifiger Konzentration 
(etwa 20°/, des Ansatzes in Tab. 8, halb soviel in einem spater 
vorkommenden Versuch) gehemmt, nimlich entweder vollstindig 
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oder sehr weitgehend. Diese Eigentiimlichkeit findet sich bei der 
Phosphatelution der Desmo-amylasen (f enthaltend) wieder und 
auch in den aus phosphatunldslicher Desmo-amylase durch Papain- 
wirkung entstehenden Amylaselésungen. 


Tabelle 8. 
Hemmung der f+ y+ 6-Desmo-amylase durch Glycerin. 
(Alle Angaben beziehen sich auf die Titrationsprobe; py = 6,2; 
30°; mit Toluol.) 




















Leuko- | Ver- in Phos- in Ace-| in Phos. | ; 
Vorbehandlung | cyten- said, phat | tat phat | in Agotat 
mit Glycerin | gewicht} in in 36 ccm Ansatz) 

inmg | Stdn.| mg Glucose mg Glucose 

] 3 Tage 317 20 15,5 16,0 2,5 1,7 

2 {15 Min. u. 24 St.J 309 18 — 10,1 oe ; oO 

3a 15 Min. 432 20 15,3 15,9 0 | Oo 

3b 31/, Stdn. 432 20 14,5 16,4 0 | 0 

4 10 Min. 615 20 21,5 | 20,0 18 |; 0 




















Die beschriebenen Versuche sind im allgemeinen bei px = 6,2 
ausgefiihrt. Die Reaktionsgeschwindigkeit scheint bei px = 6,8 
noch ein wenig hoher zu sein, aber nicht mehr bei px = 7,0 (Tab. 9). 
Js ist ohne Belang, daB an der Bildung der Glucose, die wir 
messen, auch Maltase teilnimmt; wir fanden bei dieser keinen 
Unterschied zwischen px = 6,2 und 7,0. Der Vergleich bei etwas 
verschiedenen Acidititen leidet natiirlich darunter, daB die amylo- 
lytische Wirkung der Zellreste betrichtlicher Hemmung unter- 
liegt. Steigert doch das Wirkungsvermégen, z. B. beim Eluieren 
mit Phosphat, an, trotz Entfernung der Komponente . 




















Tabelle 9. 
Wirkung von Desmo-amylasen (f, y, 6) bei verschiedenen px 
(6,2—7,0). 
: Leukocyten- 
Nr Vorbehandlung der trockengew. Versuchsdauer PH mg 
frischen Leukocyten mg Glucose 
1 {1. 20 Min, 2. 21/, Stdn. 483 22 Stdn. 6,2 | 18,1 
mit Glycerin extr. 22 Stdn. 6,8 | 18,7 
2 |10 Min, sodann 1 Stunde 725 15 Stdn. 3 Tage 6,2 | 13,2 27,6 
mit Glycerin extr. 7,0} 11,6 26,5 
3 |10 Min., darauf11/, Stdn. 568 24 Stdn. 41 Stdn. | 6,2 | 16,0 21,6 
mit Glycerin extr. 6,8 | 19,3 
4 1. 20 Stunden mit 542 27 Stdn. 6,2 | 43,6 
Glycerin extr. 
2. 20 Min. mit Phosphat 7,0 | 38,1 
extrahiert 
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Die Desino-amylasen zeichnen sich im Gegensatz zu «-Lyo- 
amylase durch Bestaéndigkeit aus. Die nach wiederholter Behand- 
lung mit Glycerin isolierten Zellreste lieferten z. B. in frischem 
Zustand 10,1 mg Glucose unter gewissen Bedingungen, unter den- 
selben nach zweitégigem Aufbewabren mit Glycerin 9,7 mg. In 
einem anderen Beispiel fanden wir nach Vorbehandlung mit Gly- 
cerin von 15 Minuten 15,8, nach fiinftaigigem Stehen mit Glycerin 
17,0 mg Glucose. Auch unter den Bedingungen der Einwirkung auf 
Starke in Phosphatpuffer von px = 6,2 blieb die diastatische 
Wirkung der Zellreste konstant. Wir fanden mit Zellresten (aus 
638 mg lLeukocytentrockensubstanz) bei erstmaliger Wirkung 
auf Stairke 12,5 mg, nach Abtrennung der Zellreste mit der Zentri- 
fuge bei nochmaliger Einwirkung auf Starke unter den nimlichen 
Umstanden 13,1 mg Glucose. 

Die amylolytische Wirkung der beim Behandeln mit Glycerin 
hinterbleibenden Zellreste ist auf ein Gemisch von Enzymen 
zuriickzufiihren, die sich scharf unterscheiden lassen. Es gelingt 
nimlich, wie die Tab. 10 zeigt, durch Einwirkung von Puffer- 
lésungen, am besten von sekundirem Phosphat (2°/,ige Lésung 
von Na,HPO,:2H,0), ferner, aber viel weniger gut, von Natrium- 
bicarbonat (2°/,ige Lésung, nicht frei von Soda), eine der Desmo- 
amylasen (/) in Lésung iiberzufiihren. Eine zweite Elution ver- 
vollstaéndigt die Entfernung von f# aus den Zellresten. Dabei 
kommt es vor, da das enzymatische Wirkungsvermégen der 
Elution, allein der ersten, annihernd so groB oder ebenso groB ist 
(Beispiele 1, 3, 4 der Tabelle) als die Gesamtwirkung der ange- 
wandten Zellreste. Die Lésung zeigt noch die beiden Hauptmerkmale 
der (8,y, 6-) Desmo-amylasen: iibereinstimmende Wirkung in Acetat- 
und Phosphatlésung (Nr. 5) und weitgehende Hemmung durch 
tlycerin (Nr. 6). Auch zeigt sich nach dem Ubergang in Lésung 
der Bereich von px = 6,2 etwas weniger giinstig als 7,0. Die mit 
Pufferlésung behandelten Riickstinde der Zellen, die im alkalischen 
Medium eine schwammige Beschaffenheit annahmen und die nach 
wiederholtem Waschen mit Wasser wieder abzentrifugiert wurden, 
ergeben ebenfalls wieder ubereinstimmende Amylasewirkung in 
Phosphat und Acetat. Es ist bemerkenswert, daf sich die dia- 
statische Wirkung der Zellreste trotz der Beseitigung von Kom- 
ponente # entweder unverdndert oder in mehreren Fiillen sogar 
noch wesentlich erhéht erwies, so in den Beispielen 1 und 5 bei 
einmaliger, 8 und 4 bei zweimaliger Elution mit Phosphat (vgl. 
auch Vers. 5 der Tab. 11, ferner Tab. 14). Die Erscheinung kénnte 





214 


Richard Willstaétter und Margarete Rohdewald, 


als eine Neubildung von aktivem Enzym aus einer unwirksamen 
Vorstufe gedeutet werden. Aber die Annahme wird viel einfacher 
sein, daB die Pufferlésung den Zellresten Hemmungsko6rper der 
amylolytischen Reaktion entzieht. 


daraus hervorgehenden Mengen.) 


Tabelle 10. 


Elution von §-Desmo-amylase aus den Zellresten frischer Leuko- 
cyten durch Pufferlésungen. 
(Alle Angaben beziehen sich auf die in der Titrationsprobe enthaltenen und 








Nr. 


bo 


-I 





Verfahren 
der Elution 


10 Min., dann 
2 Stdn. m. Glyc., 
30 Min. mit 
10 ccm sek. 
Phosphat 


2 Stdn. m. Glyc., 
30 Min. mit 
10 ccm sek. 

Phosphat 


12 Min.u. 15 Min. 
mit Glyc., mit 
sek. Phosphat 
1'/, Stdn. u. 
15 Min. 
10 u. 15 Min. m. 
Glyc., 11/, Stdn. 
u. 15 Min. mit 
sek. Phosphat 


2 mal 10 Min. mit 
Glyc., 11/, Stdn. 
mit NaHCO, 


10 u. 20 Min. m. 
Glyc., 11/, Std. 
m.sek. Phosphat 
20 Stdn. mit 
Glyc., 20 Min. m. 
sek. Phosphat 





| Leuk.-Trock.- 
| gew. in mg 


446 


752 


489 


540 


544 























5 Vor dem 
Star-| 2 - Eluieren 
oO. j aa 2 
ke Z - PH |i.Phos-| i. Ace- 
inmg],o 3 phat | tat 
Ss mg Glucose 
151 | 23 | 6,2] 17,7 | 17,5 
151 | 18 | 6,2 | 26,0 
133 | 19 | 6,2] 11,1 | 13,1 
133 | 19 | 6,2 | 16,3 | 15,4 
133 | 19 | 6,2} 13,0 | 13,2 
143 | 24 16,2], — — 
—  ) ee 2 
133 | 27 | 6,2} — ~- 
ah eS 








Erste Elution 





























Nach dem 
Eluieren m wer 
—__—__—_—— — 5 iyo O 
in Phos- |i. Ace-| § 5 'g 2 
phat tat od o 
_mg Glucose mg Glucose 
27,4 st 13,0 sid 
21,8 11,7 ine 
16,9 i Jee 9,0 Ts 
(nach | 
2 Elut.) | 
| 
| 
21.4 | 230] 155 | — 
(nach 2 Elut.) 
13,4 14,5 3,7 ~ 
(Phos- 
phat- 
zusatz) 
3,8 
(Acetat- 
puffer) 
_ 15,3 | 2,0 
a ~— 24,5 | 2,6 
43,6 ie so ta | “ai 
38,1 — is SOF 





| 


| Zweite Elut. 
mg Glucose | 


4,1 





Die Fraktionierung des Gemisches von Desmo-amylasen laBt 
sich durch Proteolyse mit Hilfe von Papain (in Natriumacetat- 














| Aweite LAU, 
mg Glucose 


4,1 
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Essigséurepuffer von px = 5,9) fortsetzen. Dabei entsteht ebenso 
wie bei der vorangegangenen Einwirkung von Dinatriumphosphat 
eine Auflésung von Amylase in der waBrigen Pufferlésung. Die 
Tab. 11 verzeichnet eine Reihe solcher Versuche. Der Vergleich 
dieser neuen Fraktion von Amylaselésung mit den der Papain- 
wirkung unterworfenen Zellresten ergibt, daB durch die Proteolyse 
wieder verhaltnismaBig sehr viel Enzym in Lésung iibergefiihrt 
worden ist (besonders Nr. 3 und 4 der Tabelle). Der Versuch laBt 
sich technisch viel leichter ohne vorangehende Elution der Zell- 
ruckstande durch Phosphatlésung ausfiihren (also mit f, y, 94), 
aber er gelingt auch nach der Vorbehandlung mit Phosphatpuffer. 
In diesem Fall sagt natiirlich der Vergleich der durch Papain ge- 
bildeten Auflésung von Amylase in Natriumacetat mit den phos- 
phateluierten Zellresten (Nr. 3) mehr aus in bezug auf den Erfolg 
der Fraktionierung. Wiederholte Behandlung mit Papain bringt 
keine Amylase mehr in Lésung und dndert nichts mehr am Wir- 
kungsvermégen der Zellreste. Es liegt zweifellos Freilegung durch 
Proteolyse vor. Dies wird noch durch einen Kontrollversuch (Nr. 5) 
bestatigt, in dem man ohne Papain nur die Pufferlésung des Pro- 
teolyseversuchs einwirken lieB. Der Acetatpuffer ergab kein 
anderes Resultat als etwa Natriumbicarbonatlésung; die Zellreste 
wiesen in diesem Fall wieder einen auferordentlichen Anstieg der 
Wirksamkeit auf, wie schon erwahnt, vermutlich infolge der Be- 
seitigung von Hemmungskorpern. 

Die durch Protease angreifbare y-Desmo-amylase zeigt, wenn 
sie einmal durch den Abbau in Lésung iibergefiihrt ist, keinen 
Unterschied mehr von der Auflésung der 6-Komponente in Puffer. 
Die Wirkung in Acetat und Phosphat ist gleich groB (Nr. 4), 
die Hemmbarkeit durch Glycerin ist vollstindig (Nr.2 und 4), 
die Reaktionsgeschwindigkeit bei pu = 6,2 etwas gréBer als bei 
7,0 (Nr. 6). 

Die Zellreste nach der Papain- oder nach der Phosphat- sowie 
Papainbehandlung sind noch immer diastatisch wirksam. Bei 
wiederholter Vornahme der Proteolyse bleibt ja sogar (Nr. 4) 
die Amylasewirkung der Zellreste scharf konstant. Die letzte 
der glycerinunléslichen, glycerinhemmbaren, Phosphat nicht er- 
fordernden Komponenten, die 6-Desmo-amylase, zeichnet sich 
durch ihre Bestaéndigkeit aus. Begleitet wird sie in den Zellresten 
nach allen vorgenommenen Operationen noch immer von Maltase. 

Die meisten Versuchseinzelheiten werden der Kiirze wegen 
nur in der Tabelle mitgeteilt. Unter den technischen Schwierig- 
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Tabelle 11. 


Trennung von y- und 6-Desmo-amylase durch Proteolyse. 


(Mengenangaben auf die Titrationsprobe 
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von 24 ccm bezogen; 133 mg Starke; 30°; mit Toluol.) 
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Vorbehandlung der Leukocyten 


Mit Glycerin aufbewahrtes Sammel- 
praéparat von 2,2 g Trockengewicht 
mit 60mg Papain 29 Stdn. bei 
po = 5,9 u. 30° 

2mal mit Glycerin, 2mal mit Phos- 
phat behandelte Zellreste aus 2,133 g 
Leukocyten-Trockengewicht mit 
150 mg Papain 23 Stdn. 


Je einmal mit Glycerin u. Phosphat 
eluierte Zellreste aus 2,064 g 
Trockengewicht mit 105 mg 
Papain 41/, Stdn. 

Nach 9tagigem Behandeln mit Gly- 
cerin: 1. Reste aus 3,118 g Trocken- 
gewicht mit 150 mg Papain 5 Stdn.; 
2. Die Halfte davon nochmals mit 


70 mg frischem Papain 22 Stdn. 
behandelt 


Kontrollversuch ohne Papain mit 
Acetatpuffer. 2mal mit Glycerin 
extrahierte Riickstande 5*/, Stdn. 
behandelt 


2mal mit Glycerin behandelte Zell- 
reste aus 3,141 g Trockengewicht 
mit 150mg Papain 4 Stdn. 


Leuk.-Trock.- 





733 


713 


688 


520 


631 


698 


Versuchs- 


gew. in mg 
dauer in St. 





bo 
bo 


19 


24 


24 


24 





PH 


6,2 


6,2 


6,2 


6,2 


6,2 


ns: 


Vorbeh. Zell- | 





w 
— 
bo 











Erste proteol. 
Freilegung 
i.Phos-|i. Ace- 
phat tat 
mg Glucose 
18,0 | 16,8 
| 

3,0 
- | $4,9 
26,0 | 25,5 
| 
| 
2,4 1,9 
16,3 -- 
13,8 | — 





Dieselbe 
Enzymlésung 





0 


mit Zusatz 
von Glycerin 


mg Glucose 


Zweite proteol. 
__ Freilegung 





i. Phos- 
phat tat 
mg Glucose 


0 0 





i. Ace- 





Zellreste nach 
der Proteolyse 


einmal | z weimal 
mit Papain beh. 
mg Glucose 


6,8 | 


2,8 
(in 
Acetat) 


| 
} 
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keiten, die bei der proteolytischen Behandlung der Zellreste zu 
iiberwinden sind, verdient hervorgehoben zu werden, daB nament- 
lich die schon mit Phosphat ausgelaugten Leukocytenreste durch 
Papain weitgehend aufgelést werden. Die Einwirkungsdauer bei 
30° betrug zweckmaBig 5 Stunden. Dabei entstand eine Milch, die 
mit den verfiigbaren Zentrifugen nicht und durch wiederholte 
Filtration unter Anwendung von Kieselgur und von Klirerde nur 
sehr schwer geklirt werden konnte. In diesen Beispielen lieBen sich 
die auf ein sehr geringes Gewicht geschrumpften Zellreste natiirlich 
nur mit viel Verlust zuriickgewinnen. Daher entsprechen die nach 
Phosphat- und Papainbehandlung fiir 6-Desmo-amylase ermittelten 
Werte des Wirkungsvermogens keiner vollstandigen Ausbeute aus 
den angewandten Leukocytenmassen, sie sind Mindestwerte. 
Wahrend die Zellreste frisch-feuchter Leukoeyten haufig, 
nicht nur, aber namentlich nach wiederholter Behandlung mit 
Glycerin genau iibereinstimmende amylolytische Wirkung in Acetat 
und Phosphat zeigen, die durch Glycerin fast vollstaéndig gehemmt 
wird, ergibt eine andere Versuchsreihe (Tab. 12), daB Zellreste in 


Tabelle 12. 


Desmo-amylasen aus Frischleukocyten, in Phosphatpuffer wirk- 
samer als in Acetat (pa = 6,2). 








, i 5 oO. | . 

de . Eom. ; Bei Zusatz 

g~wl/s %S3]™ | ™ | von Glycerin 
sitet Q& $8. E41 |Phos-| Ace- | . 

Nr. be tg SAlSH)Eg|phat tat} ™ in 

mit Glycerin _ i one Phos- Acetat 

4B fe a8 phat ~ 

ee Fy mg Glucose] mg Glucose 








1 |2Stdn. mit m/20-Acetat- | 














puffer, 25 Min. extrahiert 

mit 40°/,igem Glycerin 397 | 17 | 146] — | — | 18,4 1,4 
2 16 Min. 389 | 18 | 125 | 203/146] — 
3 21/, Stdn. 394] 25 | 132]16,0/120] 4,1 0 
4 14 Min. 317 | 20 | 138 | 22,1 | 8,9} 4,2 2,7 
(Prap. v. Tab. 6, Nr. 2) 
5 10 Min. 477} 19 | 131 |165) 11,1) — — 
(Prap. v. Tab. 6, Nr. 6) 
6a) 12 Min. 344] 19 | 1335135) 41) 3,8 0 

b) 4 Stdn. 344 | 19 | 1383 /12,4' 63] 54 0 








Phosphatpuffer mit gréBerer, mitunter viel gréBerer Geschwindig- 
keit Starke zu hydrolysieren vermégen als beim Suspendieren in 
Acetatlésung. 

In solchen Fallen wird durch Zusatz von Glycerin zur Phosphat- 
15* 
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losung die enzymatische Wirkung weniger weitgehend gehemmt als 
in Acetat. Es wird sich zeigen, daB das hier beobachtete Verhalten 
der ganzen und urspriinglichen amylolytischen Ausristung der 
Zellen naher kommt, als die Beschreibung ihres Gehalts nur an den 
Phosphat nicht erfordernden Amylasen. Damit steht in Einklang, 
daB die Leukocyten bei raschem Entwassern durch Behandlung 
mit viel Aceton Zellreste liefern, deren Amylasewirkung in vielen 
Fallen in Phosphat betrachtlich gr6Ber ist als in Acetatpuffer. 
Wiederum ist zu beobachten, daB die Hemmung durch Glycerin 
nicht so vollkommen ist als in den Beispielen mit Ubereinstimmung 


Tabelle 13. 


Desmo-amylasen ausTrockenleukocyten; Priifung auf Lyo-amylase. 
(Die Angaben beziehen sich auf 24 ccm Titrationsprobe, 133 mg Starke ent- 
haltend; py = 6,2; 30°; mit Toluol.) 














Amylasewirk | 






































= 
 & Ohne Zusatz 
as : ; des Glycerin- 
Deuer der Hin- $e Glycerin von Glycerin auszugs | 
;, P> > we Ce Pee — 
Neoy wirsung von | ¢ 2 | Versuchszeit | Phos-|i. Ace-| in Phos- |i. Ace-|i. Phos-|i. Ace 
; 5 3 phat | tat phat tat | phat | tat 
se a mg Glucose mg Glucose mg Maltose 
1 | +s, Stde. |567| 17Stan. | 368/198] — mee is 
2 1/, Stde. 564 |22 Std. 11 Tg.J27,3—206—| 1,8 -- | 0 — |2,9 41,60 20,5 
3a) 10 Min. 540 16 Stdn. 20,5 | 15,6 ~~ ve —- -£ ' 
b)} 1/,Stde. | 540] 16Stdn. | 23,7 | 18,7 = 0 
c)} 21/, Stde. | 540] 16Stdn. | 18,5 | 16,3 | 0 
4 1/, Stde. 600 22 Stdn. 21,5 | 19,9 - 0 
5a)} «10 Min. 504 | 18Stdn. | 27,0 | 16,7 ft -< 
b) 2 Stdn. 504 18 Stdn. 24,5 | 15,5 - 0 
6 1/, Stde. 492 | 23 Stdn. | 29,7 | 27,8 1,4 0 3,4 
7 40 Min. 496 18 Stdn. 32,4 | 20,7 3,1 | O 5,5 
8 2 Stdn. 805 17 Stdn. 15,5 | 10,8 5,9 | O 7,1 
(nur halbe 
Glyc.-Menge) 
9 2 Stdn. 567 16 Stdn. 20,7 | 19,2 - _ 5,7 
10 2 Stdn. 667 16 Stdn. 26,1 | 19,8 — 7,4 
!1la) 10 Min. 576 | 22 Stdn. 39,3 | — - 0 
b)}  2Stdn. | 576] 22Stdn. | 30,6 | 29,3 -—9 6 | 
in Phosphat und Acetat. Die Tab. 13 verzeichnet unsere Be- i 
obachtungen an den mit Glycerin vorbehandelten Trocken- : 
leukocyten und sie teilt auch die mit den abgetrennten Glycerin- 4 
ausziigen gemessenen diastatischen Wirkungen mit. Da die M 


Glycerinlésungen keine Maltase aufnehmen, sind die enzymatischen 
Leistungen bei den Glycerinausziigen durch die gefundene Maltose, 
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bei den stets maltasehaltigen Zellresten als beobachtete Glucose- 
mengen angegeben. 

Die Trocknung der Leukocyten geschah durch zweimalige 
Behandlung mit je der 10 fachen Menge Aceton, einmal wahrend 
20, dann 15 Minuten; das Aceton wird durch Aceton-Athergemisch 
und durch reinen Ather verdrangt und dieser im Vakuumexsiccator 
vollends entfernt. Darauf folgte die Behandlung mit Glycerin und 
zwar mit der 10 fachen Menge. Unter diesen Bedingungen sind 
die Freilegungsvorginge stillgelegt oder sehr stark gehemmt, 
wihrend bei den Frischleukocyten, wenn sie unter Zusatz von 
etwas Toluol der Einwirkung der etwa 2!/,fachen Menge Glycerin 
ausgesetzt werden, so daB 65°/,iges Glycerin entsteht, die ab- 
getéteten Zellen zunachst noch tiber einen fiir die autolytischen 
Vorginge ausreichenden Wassergehalt verfiigen. So diirfte es 
sich erklaéren, daB Glycerinausziige aus Trockenleukocyten, wie 
Tab. 13 erkennen 1aBt, entweder gar keine oder nur eine sehr 
schwache diastatische Wirkung ausiiben. Diese Beobachtungen 
fiihren zu dem Ergebnis, daB die Lyo-amylasen nicht oder nur zum 
geringen Teil fertig gebildet in den lebenden Leukocyten ent- 
halten sind. 

Die in der Tab. 13 mitgeteilten Beobachtungen sind insofern 
gewiB enttiuschend, als nicht an Stelle der fehlenden Lyo-amylase 
um so mehr Desmo-amylase gefunden wird, niémlich deutlich mehr 
als bei der Verarbeitung der frisch-feuchten Zellen nach Entziehung 
der Lyo-amylase. Allein es ist unméglich, aus den Leistungen der 
teils léslichen, teils unléslichen Amylasen auf ihre Mengen zu 
schlieBen. Eine und dieselbe Spaltung von Starke einerseits durch 
Lyo-, andererseits durch Desmo-amylase ist nicht auf aquivalente 
Mengen dieser Enzyme zurickzufiihren, um so weniger, als in 
letzterem Falle nur im Zellrest fixiertes Enzym auf kolloid ver- 
teiltes Substrat einwirkt. Es ist méglich und wahrscheinlich, daB 
das Enzym beim Ubergang aus dem Zustand von Desmo- in den 
von Lyo-amylase sein Wirkungsvermégen vermehrt, vervielfacht. 
Ferner ist zu beriicksichtigen, daB die Leistung der Desmo-amylase 
durch Hemmungserscheinungen stark beeintrachtigt wird. Dies 
ergibt sich, wie schon oben aus den Beobachtungen iiber die Elution 
der -Desmo-amylase (Tab. 10), von neuem in Versuchen an den 
Zellresten der Trockenleukocyten beim Eluieren mit schwach 
alkalischem Phosphatpuffer. Die in der Tab. 14 verzeichneten 
Versuche zeigen, daB beim Entfernen der pufferléslichen Amylase 
die Wirkung der zuriickgebliebenen Desmo-amylasen in mehreren 
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Fallen stark ansteigt. Dabei kommt es immer zu scharfer Uber- 
einstimmung der in Phosphat und Acetat gefundenen Werte. Die 
enzymatische Wirksamkeit der entstehenden, Hemmungskorper 
enthaltenden Phosphatelution stellt freilich wieder keinen offen- 


Tabelle 14. 


Zellreste von Trockenleukocyten vor und nach Elution 
(von £-Desmo- amylase) durch Phosphatlésung. 





























Vor dem | Nach dem indie » 
Eluieren | Eluieren 3 é = z 
Nr Vorbehandlung und | jn | in in | in gS mit As 
Elution Phos-| Ace- |Phos-| Ace- | 2 : Glycerin ge 
| "DW 
phat | tat phat tat <6 E 2 
mg Glucose] mg Glucose mg Glucose 
1 Tab. 13, Nr. 2; mit sek. 
Phosphat 2 mal 20 Min.} 27,3 | 20,6 | 33,2 32,1 | 6,9 2,4 
2 |Tab. 13, Nr. 4; mit sek. 
Phosphat 30 Min. | 21,5 | 19,9 | 35,8 36,0} 5,5 1,5 
3 | Tab. 13, Nr. 9; mit 
Phosphat 20 Min. | 20,7 | 19,2] 19,4 20,2] 6,3 1,5 
| (halbe 
‘Glyc.-Menge) 
4 | Tab. 13, Nr. 10; mit 
Phosphat 15 Min. | 26,1 | 19,8 | 25,2 25,4] 5,2 | 2,0 
| _  (halbe 
Glyc.-Menge) 





kundigen Ausgleich dar fiir das Verschwinden der zuvor bei den 
Zellresten gefundenen Wirkungsdifferenz in Phosphat und Acetat 
und noch viel weniger einen Ausgleich fiir das Feblen der Lyo-amy- 
lase beim Verarbeiten von T'rockenleukocyten. Aus welcher von den 
Desmo-amylasen auch die lLyo-amylase lhervorgeht, bei den 
Trockenleukocyten fehlt sie einfach, und es fehlt ein deutliches 
Aquivalent fiir sie in der Form von Desmo-amylase. Der durch 
plotzliche Trocknung festgehaltene Zustand der Leukocyten ist 
wahrscheinlich der urspriingliche. Wenn der Bildung eines glycerin- 
léslichen Enzyms durch autolytische Vorginge vorgebeugt wird, 
so scheint sich fiir sein Wirkungsvermégen keine Art von Ersatz in 
den Zellen auffinden zu lassen. Méglicherweise gibt es auBer den 
wirksamen Amylasen inaktive Vorstufen derselben. 

Fiir die in den Tab. 12 und 13 gesammelten Beobachtungen 
iaber zuséitzliche Amylasewirkung in Phosphatpuffer sind 
verschiedene Erklirungen in Betracht zu ziehen. Eine einfache 
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Erklarung, die wir aber nicht fiir bewiesen halten, scheint uns zu 
sein, dab ebenso wie eine phosphaterfordernde glycerinldésliche («) 
Amylase der Leukocyten festgestellt wird, neben den scharf ge- 
kennzeichneten drei Desmo-amylasen, die kein Phosphat erfordern, 
auch eine nur in Phosphat wirksame Desmo-amylase existiert; sie 
soll mit « bezeichnet werden. Gema8 dieser Annahme bedeutet 
in den Tab. 12 und 18 die Mehrleistung in Phosphat einfach die 
Leistung von «-Desmo-amylase; nach der Elution mit Dinatrium- 
phosphat bleibt nichts davon in den Zellresten zuriick, wie ja dabei 
auch f-Desmo-amylase entfernt wird. Auf diese phosphat- 
erfordernde «-Desmo-amylase wire die phosphat-erfordernde «-Lyo- 
amylase zuriickzufiihren. 

Nach einer anderen Hypothese, die den Erscheinungen auch 
gerecht werden diirfte, lieBen sich die enzymatischen Mehrleistungen 
in Phosphatpuffer auf einen nur bei Gegenwart von Phosphat 
wirksamen Aktivator zuriickfiihren. Durch Eluieren mit Phosphat 
wiirde der Aktivator beseitigt werden, ebenso wie es nachweislich 
mit den Hemmungskérpern geschieht. Der Aktivator wiirde sich 
in Phosphatpuffer auch noch bei Gegenwart von Glycerin in einem 
gewissen MaBe durchsetzen. Es 1aB8t sich freilich so nur etwas 
gezwungen erklaren, daB besonders eine zweimalige Behandlung der 
Frischleukocyten, nicht eine linger dauernde, geeignet ist, den 
angenommenen Aktivator zu entfernen. Bei Annahme einer 
a-Desmo-amylase kame dieser zweimaligen Behandlung mut 
Glycerin die Bedeutung zu, daB zuniichst ein die enzymatische 
Freilegung (vielleicht von «-Lyo- aus «-Desmo-amylase) stérender 
Hemmungskorper entfernt wiirde. 


II. Die glycerinléslichen Amylasen (Lyo-amylasen) aus Leukocyten. 
a-Lyo-amylase. 


Mit Glycerinlésungen der Amylase lassen sich zuverlissigere 
und genauere Messungen ausfiihren als mit Leukocyten, deren Zell- 
reste namentlich in den Versuchen nahe dem Neutralpunkt durch 
Umwandlung in schwammige Massen die Abtrennung und das 
Auswaschen erschweren. Bei Anwendung der Glycerinausziige 
ist die pu-Hinstellung scharfer, es gibt keine Glykolysegefahr und 
auch, da Maltase im allgemeinen nicht in die Lésung gefiihrt wird, 
keine mehr oder minder vollstaéndige Spaltung der entstehenden 
Maltose. Um Material fiir Versuchsreihen zu gewinnen, wurden 
6fters Sammelproben aus mehreren Einzeldarstellungen von Leuko- 
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cyten hergestellt, so daB die Glycerinlésungen einige Tage alt waren; 
auf Grund der Erfahrungen hinsichtlich der geringen Haltbarkeit 
des Enzyms zogen wir es im Laufe der Untersuchung vor, nur 
Kinzelproben zu verarbeiten und die Behandlung der frisch-feuchten 
Leukocyten mit Glycerin bis auf 15 oder 10 Minuten abzukiirzen. 
Die rasch bereiteten Lésungen sind wirksamer, aber es scheint, daB 
die Beobachtungen an ihnen in den Einzelheiten der px-Abhangig- 
keit, des [Hinflusses der Phosphatkonzentration u.a. gréBere 
Schwankungen aufweisen als an den mit langerer Dauer be- 
reiteten Glycerinausziigen. 

Die Versuche wurden unter Zusatz von Natriumchlorid aus- 
gefiihrt, wenn auch in Vergleichsreihen mit und ohne Zusatz von 
Natriumchlorid keine Unterschiede in der Reaktionsgeschwindigkeit 
zu bemerken waren; die Glycerinlésungen enthielten eben von der 
Darstellung der Leukocyten her an sich schon etwas Kochsalz, und 
die Unbestiandigkeit des Enzyms hat davon abgehalten, die Lésung 
zur Priifung des Einflusses von Natriumchlorid der Dialyse zu 
unterwerfen. 

Der Versuchsansatz bestand z. B. aus 10 ccm 2°/,iger Gly kogen- 
oder Stirkel6sung, 12—20 cem Enzymlésung (1 g Leukocyten von 
20°/, Trockengewicht mit 2—38 cem 86—87°/,igem Glycerin ver- 
mischt, bei der Abtrennung des Auszuges in der Zentrifuge aufs 
2—21/,fache mit Wasser verdiinnt), 7,5 ccm m/5-Phosphatmischung 
und 1 ecem m/5-Natriumchloridlésung. Im Laufe der Untersuchung 
gestalteten wir die Versuchsbedingungen gleichmaBiger, so dah 
die Titrationsprobe 24 ccm betrug aus einem Ansatz von 36 ccm, 
8 cem Phosphatpuffer enthaltend. 

Aus den Versuchen der Tab. 15 ergibt sich das Hauptmerk- 
mal der «-Lyo-amylase: ein Dutzend Beispiele stellen der 
Wirkung auf Glykogen und Stirke in Phosphatpuffer in beliebigen 
Versuchszeiten Nullwerte in Acetatpuffer gegeniiber. Daran reihen 
sich die Versuche 18—17, in denen sehr geringe Wirkungen in 
Acetat zu beobachten waren. Es ist mdglich, daB die «-Amylase 
hin und wieder von einer Spur. 6-Amylase begleitet oder daB eine 
sehr geringe Menge von Phosphorséure oder einer sie ersetzenden 
Saure (vielleicht einer gepaarten Phosphorséure) aus den Leuko- 
cyten in die Lésung iibergefithrt wird. 

Der Puffer wird den Erfahrungen gemiS in ungefiahr opti- 
maler Konzentration angewandt, nimlich einer Molaritét von 
1/45 —1/o, im Ansatz entsprechend. An die Stelle der Phosphor- 
siure kann Arsenséure treten, allerdings unter erheblicher Ver- 
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minderung der Reaktionsgeschwindigkeit. Sehr viel ungiinstiger 
wirkt an ihrer Stelle Weinsiure; miBlungen ist der Ersatz durch 


Tabelle 15. 


Abhaéngigkeit der a-Lyo-amylase von Phosphation. 
(Die Angaben beziehen sich auf die Titrationsprobe; 30°; pq = 6,2.) 









































Trocken- in Phos- |. 
N Darstellung gewicht | Substrat |Versuchs-| phat |” eons 
Nr.}| der Glycerin- iS teste ‘tin S | 
lésung . Leuko- in mg zeit in St. tiled 
cyten mg mg Ma 
] {Sammelpraparat 387 |Glykogen 140} 24 13,6 0 
2 ” 472 - 147 24 22,7 0 
3 3 Tage 275 Starke 138 20 24,2 0 
4 3 Stdn. 419 “ 123 20 28,6 0 
5 | 1 Stde. 40 Min. 343 - 133 25 55,2 0 
6] 1/, Stdn. 358 » 128] 18 80,6 0 
7 1/, Stde. 310 |Glykogen 142 26 37,6 0 
8 1/4 Stde. 134 Stirke 143 27 43,2 0 
9 16 Min. 305 o 152 19 67,4 0 
10 16 Min. 367 jo 125 18 66,3 0 
1] 10 Min. 166 |Glykogen 128 24 23,6 0 
12 10 Min. 456 Starke 131 19 73,3 0 
13 21/, Stdn. 137 be 146 16 67,5 2,3 
14 21/, Stdn. 348 - 132 25 59,1 5,6 
15 15 Min. 266 » 151 22 46,2 5,2 
16 14 Min. 275 m 138 20 103,0 9,0 
17 10 Min. 322 , 133 20 92,4 4,1 
Citronenséiure. Die Tab. 16 verzeichnet die vergleichenden Ver- 
suche. 
Die Abhangigkeit der «-Lyo-amylase von wechselnder Wasser- 
Tabelle 16. 
a-Lyo-amylase mit Arsenat, Tartrat- und Citratpuffer. 
Dar- Trok- Ver 
Nr stellungd. | kengew. Whitin te = we yd an suchs-| mg 
7 Glycerin- | d. Leu- YKOB ms eae a ~ | zeit | Maltose 
lésung | koc.mg _ in St. 
la)| 3 Stdn. 357 141 in 21,5 ccm | Phosphat, 5ccm}| 24 114,0 
Lb)} 3 Stdn. 357 141 in 21,5ccm | Arsenat, 5ccm]| 24 31,7 
Lc)}] 3 Stdn. 357 141 in 21,5 ccm | Citrat, 5ceem]| 24 0 
2a)| 2 Stdn. 363 133 in 21 ccm Phosphat, 5ccm]| 24 50,4 
2b)} 2 Stdn. 363 133 in 21 ccm Arsenat, 5ccm]| 24 36,7 
2c)} 2 Stdn. 363 133 in 21 ccm Tartrat, 5ccm]| 24 9,6 
3a)]| 3/, Stde. 307 133 in 26 ccm Phosphat, 5cem]| 26 86,4 
3b)} */, Stde. 307 133 in 26 ccm Tartrat, 5cem| 26 17,4 
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stoffzahl bei giinstiger Konzentration des Phosphatpuffers be- 
handelt die folgende Tab. 17. 


Tabelle 17. 


po-Abhaéngigkeit der «-Lyo-amylase. 
(Substrat Glykogen oder Starke; die Angaben sind auf die Titrationsprobe 
bezogen; 30°; mit Toluol.) 





























Glycerinauszug | >, 0 
Nr. aus frischen ga mg Substrat | Versuchdauer | pp | mg Mal- 
Leukocyten, = E tose 
Darstellung 4 ~ 
| | me 
I In 5—3 Tagen | 253 | Glykogen 152 3 Tage 6,2 | 47,0 
bei gew. Temp. | 253 = 152 3 Tage 6,8 | 35,6 
2 In 3 Tagen 372 - 139] 2 u. 3 Tage | 6,2 | 95,1 100,8 
372 % 139] 2 u. 3 Tage | 6,8] 86,6 93,6 
3 In 3 Tagen 278 i 137 7 Stdn. 6,1 | 75,5 
278 * 137 7 Stdn. 6,7 | 69,3 
4  |Sammelpraparat| 387 * 140 | 24 u. 48 Stdn.] 5,3] 0 0 
in 8—2 Tagen | 387 5 140 | 24 u. 48 Stdn. |] 6,3 | 24,3 43,0 
387 a 140 | 24 u. 48 Stdn.] 6,8] 17,1 30,1 
o Sammelpraparat| 387 | Starke 140} 24 u. 48 Stdn.]| 6,3] 13,8 30,4 
in 12—6 Tagen | 387 . 140 | 24 u. 48 Stdn.] 7,0] 10,1 23,6 
Ua) In 10 Min. 322 = 133 20 Stdn. 5,3] 9,6 
6b) 322 i 133 20 Stdn, 5,6 | 28,0 
6c) 322 i 133 20 Stdn. 6,2 | 92,4 
7 Szilardpraparat | 269 rm 152 25 Stdn. 6,2 | 39,0 
in 1!/, Stdn. 269 “ 152 25 Stdn. 6,8 | 23,5 


Die Priifung der Glykogenhydrolyse durch Glycerinextrakte 
aus feuchten Leukocyten hat das mit den Leukocyten selbst beim 
Abbau ihres eigenen Glykogens in den meisten Fallen beobachtete 
pu-Optimum bestatigt. Das Gebiet von px = 6,1—6,3 ist dem 
von 6,8—7,0 iiberlegen, aber die Unterschiede sind nicht groB, 
der Abfall gegen Neutral hin néimlich weniger steil als in den Ver- 
suchen mit Leukocyten. Es darf allerdings nicht unerw&hnt 
bleiben, da&B unsere Beobachtungen mit Ausziigen von Trocken- 
leukocyten etwas abweichend waren. Nach dem Acetonverfahren 
entwiisserte Leukocyten geben an Glycerin (vgl. Tab. 18) bei 
kurzer Einwirkung auB8erordentlich wenig, auch bei tagelanger 
Behandlung nur sehr wenig Amylase ab. Daher erfordert die 
Spaltung von Glykogen oder Starke sehr groBe Versuchszeiten. 
Die Reaktionsgeschwindigkeit scheint gegen den Neutralpunkt 
hin etwas anzusteigen (Tab. 18). 








Tabelle 18. 


Uber die Amylasen der Leukocyten. 





po-Abhangigkeit der Glykogen- (und Starke-)Hydrolyse durch 
slycerinauszige getrockneter Leukocyten. 
(Versuch bei 30°, mit Toluol.) 





Nr. 


geschwindigkeit. 





Darstellung der 
Enzymlésung 








Mit 10 Teilen Glycerin 


in 2 Tagen bei 30° 


In 1 Tag bei ge- 
wohnlicher Temp. 
Ebenso 





' Leukocyten- 
Trockengew 


Substrat 


99 
99 


99 
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> 


162 
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162 
162 
162 
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Da die «-Lyo-amylase auf die Gegenart von Phosphationen 
angewlesen ist, léBt sich ein Bereich niedriger Konzentration 
dieses Anions ermitteln, in welchem die enzymatische Wirksamkeit 
vermindert und schlieBlich fast ganz stillgelegt wird. Schon ein 
Gehalt des Versuchsansatzes von m/45- und m/90-Phosphat 
(Tab. 19) ist entschieden unzureichend, und in m/180-Phosphat 
(Tab. 22) ist die amylolytische Wirkung nur noch sehr gering. 
Wenn man andererseits den giinstigen Bereich von etwa m/20 
oder m/25 nach oben iiberschreitet, so zeigt sich bei m/13,5 oft 
noch eine kleine oder maBige Erhéhung, in manchen anderen 
Fallen aber (Nr. 2, 8,11) schon eine scharfe Senkung der Reaktions- 


Leider sind bei einem Ausgangsmaterial von 


begreiflich unregelm&Biger Beschaffenheit solche Versuche nicht 
konstant reproduzierbar, namentlich die unter extremen Be- 
dingungen ausgefiibrten. Zum Beispiel fanden wir bei der niedrig- 
sten Phosphatkonzentration (von m/90) einige seltsame Beispiele 
mit abnorm hohem Wirkungsvermégen der Amylase. Derartige 
Ausnahmen kénnten durch eine Beimischung von /-Lyo-amylase 
bedingt sein oder durch einen gelegentlichen Gehalt der Glycerin- 
Wabhr- 
scheinlicher aber ist es, da mitunter in den rasch gewonnenen 
Ausziigen der Leukocyten ein Aktivator der Amylasewirkung 


l6sung an etwas Phosphorsiéure, freier oder gepaarter. 


auftaucht, der die gréBere Phosphatkonzentration ersetzt. 
héherer Konzentration kann die Phosphorsaéure stérende Fallungs- 
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erscheinungen hervorrufen, naimlich Niederschlige, die Enzym 


adsorbieren. 


Tabelle 19. 


Abhangigkeit der «-Lyo-amylase von der Phosphatkonzentration 


bei verschiedenen px. 


(Angewandt Glycerinlésungen des Enzyms, die in 10 Minuten dargestellt waren, 
nur in Versuch 12 ein Sammelpraparat von mehreren Tagen; alle Angaben 
beziehen sich auf 24 ccm Titrationsprobe, enthaltend 133 mg Starke, nur in 


Versuch 12 147 mg Glykogen; 30°; mit Toluol.) 





Nr. 






































SO — * ey . 
1 Ble ™ End-px Konzentration 
2/8 - ov des Ansatzes von 
o So => 5 a ll COD ge 1 e188 [ee 
Sels@| & Se | Bs lard | oa 
SexiEs| = ca Bin} « ee jes |2e 28 
Aele “ e | AS | 82 

S : | tthe hd Le 
371] 41/,] 6,1 _ — | Cf 6,1 — | — | 42,5 | 21,0 
387| 41/,| 6,2 6,2 62 6,2 |6,1—6,2] 21,8! | 29,6 | 17,2] 7,1! 
398] 5 6,9 6,5 65 6,7 6,7 | 55,0! | 63,3 | 67,7 | 67,2 
379] 5 6,9 6,8 68 | — 6,9 3,9 | 8,4 | 30,0 | 49,4 
391] 5 |6,9—7,0]6,2—6,3; 62 | 6,6 6,8 26,6! | 44,0 | 28,7 | 47,8 
276] 4 7,0 16,9—7,0' 69 |6,9—7,0| 7,0 4,7 | 14,0 | 31,2 | 38,2 
280] 5 6,5 65 | 65 | 6,5 6,5 4,7 | 14,6 | 38,4 | 44,6 
274] 41/,16,0—6,1] — | 6,0—6,1/ 6,0—6,1|6,0—6,1] — | 34,8 | 37,0/ 15,6! 
274] 41/,| 6,3—6,4 62 | 6,3 6,3 — | 81,8 | 48,5 | 52,6 
391] 41/,] 6,2 a; 6,2 — |293,5| — | 36,6 
391] 41/,] 6,9 69 | — 6,9 - | 86] — | 27,5 
392] 41/,| 6,2 | 6,0 | 6,1—6,2| 6,1—6,2 . 44,6 | 51,6 53,) 
392] 41/,] 7,0 — (6,364) 6,9 7,0 — | 21,3 | 40,3 | 46,0 
343 5 *—6,0 5,8 | 5,9—6,0] — | 23,6! — | 17,3! 
343] 4 16,263) — 59 | 6,1—6,2]| — |165| — | 43,2 
472 | 24 6,2 6,2 62 | — 11,1 | 22,7; — | — 

| (m/180)' | 





Diese Versuche mit wechselnder Phosphatkonzentration teilen 
wir vollsténdig mit, da sie die Voraussetzung fir die Priifung des 
Kinflusses von Calcium- und Magnesiumion bilden. Sie sollten 
auch dazu dienen, die Abhangigkeit der Amylasewirkung vom px 
noch in ihrer Beziehung zur Phosphatkonzentration kennen zu 
lernen. Aber die Versuche unter extremen Bedingungen sind dafiir 
nicht recht geeignet. Durch sehr wenig Phosphat allein laBt sich 
bei der groBen Masse von Inhaltsstoffen der Blutzellen keine 
geniigende Pufferung erreichen, im Bereich zwischen px = 5,8 
und 7 finden sich keine priazisen und widerspruchsfreien Wirkungs- 
unterschiede. Bei mittlerer Phosphatkonzentration aber bestatigt 
sich die Erfahrung, daB von px = 6,2—6,9 ein gelinder Abfall 


der Reaktionsgeschwindigkeit erfolgt. 
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Arsensiure bewirkt geméB den Versuchen der Tab. 20 noch 
bei sehr geringer Konzentration ein Reaktionsvermégen der 
a-Lyo-amylase, das bedeutend ist im Verhaltnis zu den mit sehr 
wenig Phosphat und zu den mit hoher Arsenséurekonzentration 
erreichten Werten; das Wirkungsvermégen wachst im Bereich 
von m/45 bis zu 10facher Konzentration, aber doch nur mit recht 


geringer Steigerung. 


Aktivierung der «-Lyo-amylase durch Calciumion. 


Unter den wblichen Versuchsbedingungen, z. B. bei Pufferung 
mit etwa m/40-Phosphat, ist keine Aktivierung des «-Enzyms durch 
Calciumion wahrzunehmen (Tab. 21). Der Versuch wird durch 
die Ausfillung von Calciumphosphat gestért, der Ersatz von 
phosphorsaurem durch arsensaures Salz von dquivalenter Kon- 
zentration aindert das Ergebnis, wie im folgenden gezeigt wird. 
Mit den anderen Amylasen, die in Acetat voll wirksam sind, ist 
die Priifung leicht vorzunehmen (Tab. 21). Aber weder die Speichel- 
oder Pankreas-amylase noch das Gemisch von #-, y- und 6-Desmo- 
amylasen ergab irgendeinen Ausschlag auf Zusatz von Calcium- 
chlorid, die Pankreas-amylase weder mit konzentriertem Acetat- 
noch mit sehr verdiinntem Phosphatpuffer. 

Die Steigerung der Phagocytose nach Hamburger beruht 
aber auch nicht etwa auf Aktivierung der Glykolyse. Mit frisch 
isolierten Leukocyten aus Pferdeblut fanden wir bei Einwirkung 
auf Glucose weder in Phosphat noch in Acetat eine Aktivierung 
durch Calciumion (6,6 mg CaCl,-6H,O in der Titrationsprobe 
von 7 ccm, enthaltend 886 mg Leukocyten). 


Puffer Glucoseabnahme ohne Ca-Ion Abnahme mit Ca-Ion 
Phosphat 29,2 mg = 62,9°/, 26 mg = 56,0°/, 
Acetat 14,0 mg = 30,2°/, 11,4 mg = 24,6°/, 


Verminderung der Phosphatkonzentration fihrt bei der 
Glykogen- oder Starkespaltung in einen fiir die Untersuchung 
geeigneten und weniger naturfremden Bereich, in dem «-Lyo- 
amylase mit verminderter Geschwindigkeit zu reagieren pflegt. 
Unter diesen Bedingungen bewirkt der Zusatz von Calciumion 
starke Aktivierung, wie sich in den Versuchen der Tab. 22 zeigt. 
Kine geeignete Konzentration war m/180-Phosphat mit m/200- 
CaCl,-Gehalt. In den Beispielen 1, 2, 3, 4 und 5 wurde Steigerung 
von 12,7 auf 30,5 mg, von 9 auf 28,2, von 9,6 auf 25,8, von 7,4 auf 
26, von 8,7 auf 26,0 mg Maltose gefunden. Das pu war in diesen 
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Versuchen 6,1. In einem Beispiel bei etwa demselben pu versagte 
der Calciumzusatz. Dasselbe trat stets in den Fallen ein, in welchen 
bei Versuchsbeginn ein px von 6,8—7,0 eingestellt wurde, offenbar 
infolge der Ausfaillung von Caleiumphosphat. 


Tabelle 22. 


Aktivierung der «-Lyo-amylase durch Calciumion bei Gegenwart 
von sehr verdiinntem Phosphat. 
(Enzymlésung in 10 Min. dargestellt; die Angaben beziehen sich auf 24-ccm- 
Titrationsprobe, 133 mg Starke enthaltend; Leukocytentrockengewicht 345 
bis 390 mg, nur in Versuch 2 264 mg; Versuchsdauer 21—29 Stunden; 30°; 
mit Toluol.) 
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oe $ 3 ¥ >; Mi Mit 
SE |. | »B | 28 PH a i a 
Nr. ae 3 S 2 Oo § am | am ” ” sae 
= = A gi-s se Anfang Ende 
4 hs ea i mg Maltose 
la) [m/1s0| — |m/iso] — 6,1;| 6,1 12,7 | 30,5 
1b) |m/180|m/1so} — | — 6,1;| 6,1 aa | 
ic) |m/45 |m/iso] — | — 6.1;| 6,1 70,0 | — 
2 m/180 |m/180 {m/180 {m/180 | 6,1—6,2;!| 6,1 9,0 | 28,2 | 15,8 
3a) {m/180 |m/180 {m/180 |m/180 , 6,0—6,1;| 6,0—6,1] 9,6 25,8 5,8 
3b) {m/180 |m/180 }m/180 }m/180 6,8;| 6,2 17,0 | 89 | 155 
4 m/180 |m/180 |m/180 {m/180 6,2;| 6,1 7,4 , 26,0 | 11,2 
5a) {m/180 }m/180 |m/180 {m/180 6,5;| 6,5 7 | 260) 96 
5b) |m/22,5lm/1s0] — | — 6,1;, 6.1 mes | 
6a) |m/180 {m/180 |m/180 }m/180 6,1;| 6,1 20,0 | 27,2 12,4 
6b) {m/22,5]m/180} — | — 6,1;| 6,1 a os | 
7a)1)|m/180 {m/180 {m/180 }m/180 | 6,1—6,2; | 6,0 80 10,7 6,6 
7b)?){m/180 {m/180 {m/180 | — 7,0: | 64 104! 70!) — 
m/180 {m/180 }m/180 | — 7,0; | 65 30,8 | 233 - 














Das Calcium laBt sich nicht gleichwertig durch Magnesium 
ersetzen (Tab. 22, Nr. 2, 4, 5). In einigen Fallen wirkte allerdings 
Magnesiumion aktivierend, wenn auch in geringerem MaBe als 
Calcium, aber diesen Beispielen stehen andere (Nr. 8, 6, 7) gegen- 
iiber, in denen das Magnesium versagte. Ahnliche UnregelmiBig- 
keiten beobachtete Hamburger bei seinen Versuchen, die Phago- 
cytose durch Magnesiumsalze zu beleben. 

Mit Arsensiure laéBt sich, da hier die Abscheidung von Calcium- 
ion vermieden wird, die Aktivierung durch Calcium bei hoherer 
Konzentration des Puffers feststellen. In den Versachen mit 
m/20-Arsenatpuffer trat in der Mehrzahl der Faille, nimlich 


1) Substrat war in diesem Versuch Glykogen. 
2) Die Enzymlésung war durch 4stiindiges Ausziehen bereitet. 
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Tabelle 23. 
Aktivierung von a-Lyo-amylase durch Calciumion mit Arsenat. 
(Enzymlésung in 10—12 Minuten dargestellt; die Angaben beziehen sich auf 24-ccm-Titrationsprobe; 30°; mit Toluol.) 












































Leukoc.- x a | Mit Ca” 

Nr Substrat = |Trocken-| Versuchszeit suet NaCl. CaCl, - scasmaiee | ; 
‘. Nr. “naggenc cht in tn onzen- Konzen- | Konzen- Pu 
= = 8 , tration tration tration mg Maltose 
in mg 
> : aa sional tea ee ee. SSeS Sea SAG a aoe 
- l Glykogen, 148 599 5 19 m/21,5 m/21,7 m/43,4 6,1 25,8; 72,6 | 36,5; 104,0 
<a 2a) * 114 363 4 18 m/22,5 m/33,5 m/67 6,1 11,1; 55,4 | 18,5; 70,7 
2 2b) - 114 363 4 — m/22,5 m/167,5 — 6,1 — oo | _ 
ol 3a) Starke, 133 385 41/, — m/22,5 --- m/180 6,2 6,3; — | 11,7 
3 » 133 | 385 41/,— | m/22,5 om m/72 6,2 | 13,5 
ba 3b) Glykogen, 133 385 51/, — m/22,5 : m/180 6,2 11,2 9,3 
A - 133 385 51/, m/22,5 ~- m/72 6,2 13,7 
- 4a) Starke, 133 341 16 - m/22,5 m/180 6,1—6,2 23,7 30,4 
's 4b) is 133 341 16 — m/22,5 m/180 m/72 6,1—6,2 23,5 30,4 
aa 5a) : 133 295 51/, — m/9 a m/360 6,2 32,1 | 33,7 
= 5b) ie 133 295 51/, — m/9 ~~ m/180 6,2 | 34,7 
4 6a) Glykogen, 133 341 is — m/22,5 - m/180 6,0 8,4 | 7,8 
2 6b) a 133 341 18 — m/22,5 m/180 m/72 6,0 7,9 6,3 
: 
2 Tabelle 24. 
= Ca-Aktivierungsversuche an Frischleukocyten in Arsenatpuffer. 
= (Alle Angaben beziehen sich auf 16 ccm Titrationsprobe; entweder CaCl, oder NaCl-Gehalt von 
t m/40 bzw. m/20; 30°; mit Toluol.) 
Ss 
= peeeeeereey —__——- 
° Leukoc. - ‘a | to f° 
2 . Glykogen Trocken- Arsenat- , : ae ails 

Nr. in mg a PH konzen- Versuchszeit 

8 tration mg Glucose 
q in mg 

Sx 1 Eigenglykogen 705 6,2 /16,5 | 4%/, Stde., 20 Stdn. 15; 5,0 3,5; 7,8 
aA 2 is 755 6,1 m/14,5 | 5Stdn., 19Stdn.,3 Tage | 10,7; 20,1; 19,3 12,4: 16,4; 18,6 

80 580 6,2 | m/25 4Stdn., 19 Stdn. 5,0; 34,6 15,0; 47,4 

4 80 480 6,0 m/25 5 Stdn., 19 Stdn., 3 Tage 9,5; 40,4; 72,1 11,1; 50,2; — 



























ee hl s ie 





‘$6 PTT9Q BL 














Uber die Amylasen der Leukocyten. 231 


Tab. 28, Vers. 1, 2, 8, 4, betrachtlche Aktivierung durch Calcium- 
ion ein, z. B. von 6 auf 12 und von 11 auf 18 mg Maltose. In 
einigen Fallen aber (Nr. 5 und 6 der Tabelle), miBlang die Akti- 
vierung durchaus. 

Auch mit Frischleukocyten, die wir ohne Glycerin ihr Kigen- 
glykogen oder zugesetztes Glykogen hydrolysieren lieBen, beob- 
achteten wir (Tab. 24) bei Zusatz von Arsenat die Erscheinung 
der Calciumaktivierung wiederholt, aber gleichfalls nur in einem 
Teil der untersuchten Fille. 


Zersetzlichkeit, Hemmung und Aktivierung. 


a-Lyo-amylase ist im Gegensatz zu pankreatischer Amylase 
von geringer Haltbarkeit. Dies gilt fiir die Lésungen sogar in 
hochprozentigem Glycerin. Oftmals sinkt beim Aufbewahren, sei 
es mitsamt den Zellen bei einer Glycerinkonzentration von 65°/, 
oder ohne Zellreste bei einem Glyceringehalt von 33°/, schon in 
einigen Tagen das Reaktionsvermégen auf ganz geringe Werte 
oder auf 0 (Tab. 25). Sogar in wenigen Stunden pflegt deutliche 
oder auch starke Wirksamkeitsabnahme einzutreten. In anderen 
Proben blieb in der Zeit von 2—4 Monaten noch eine freilich sehr 
geringe enzymatische Wirksamkeit bestehen. 

Neben solchen Beispielen verzeichnet die Tab. 25 auch Ver- 
gleichsversuche, in denen die Glycerinlésung der Amylase mit 
Phosphatpuffer von px = 6,2—6,8 versetzt worden war. Der 
Zusatz von 5 ccm Puffer, bezogen auf die 24-ccm-Titrationsprobe, 
erniedrigte die Glycerinkonzentration auf 20—24°/,. Dieser Phos- 
phatzusatz erwies sich als ein gutes Mittel, die Amylase zu stabili- 
sieren. Bei mehrtégigem Stehen der phosphathaltigen Lésung 
erfolgte nimlich im allgemeinen keine oder geringe Abnahme der 
Enzymwirksamkeit. Nur in einem Beispiel (Nr. 12a) trat doch 
starker Riickgang ein, in einem anderen aber (Nr. 9b) sogar be- 
trichtliche Aktivitaétssteigerung. 

Es ist nicht zu bezweifeln, daB die Lyo-amylase selbst der 
Zersetzung oder Verinderung anheimfallt. Aber das gesamte Ver- 
halten der Losung, z. B. beim Versuche, frische und gealterte 
Enzymlosungen zu kombinieren, 1éB8t sich nur unter Mitwirkung 
von Hemmungs- und Aktivierungsstoffen verstehen. 

Eine frische Glycerinlésung (entsprechend 307 mg Leuko- 
cytentrockengewicht, 15,4 mg Maltose in 1 Tag bildend) wurde 
mit einer in 9 Tagen wirkungslos gewordenen Enzymldésung (aus 
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Tabelle 25. 


Haltbarkeit der «-Lyo-amylase in Glycerin, 
mit und ohne Phosphat. 
(Die Mengenangaben beziehen sich auf 24-ccm-Titrationsprobe, 133 mg Starke 
enthaltend; py = 6,2.) 











§ é z Mit fri “Mit e 
Darstellung Se a | 2 — 
8° | o | schem altertem 
Nr. | des Glycerin- Alterung mas iés 
s§ | & |Enzym Enzym 
auszugs Ss rm [ | 
mg |Std.J mg Maltose 
1 in 21/, Stdn. | mit Zellresten, 4 Tage 361 | 22 38,0 | 0 
2 » 3 Stdn. - ‘i. 3 Tage 350 | 22 87,5 | 0 
3 » 2 Stdn. - ce 4 Tage 363 | 25 50,4 = 30,1 
4 », 14 Min. - ss 3 Tage 275 | 20 | 103,0 | 24,2 
5a)],, 15 Min. - » 31/, Stdn.| 391 | 20] 64,6 | 43,0 
5b)|,, 15 Min. . _ 5 Tage 391 | 20] 64,6 | 13,0 
6 »» 17 Min. n A 21/, Stdn.]| 131 | 23] 20,6 | 11,7 
7 », 16 Min. . i 3 Stdn. 305 | 19] 67,4 | 59,5 
S » 3 Stdn. ohne Zellen, 3 Tage 350 | 22 87,5 | 0 
9a)}|,, 2 Stdn. | ohne Zellen, ohne Phos- | 363 | 25] 50,4 | 15,0 


phat 4 Tage | 
ohne Zellen, mit Phos- | 363 | 25 50,5 | 74,0 
phat po = 6,8, 4 Tage 


2 Stdn. 


Qa)},, 15 Min. ohne Zellen, mit Wasser- | 226 | 18 | 103,0 | 6,9 
zusatz 2 Tage | 
10b)] ,, 15 Min. ohne Zellen, mit Phos- | 226 | 18 | 103,0 | 102,3 


| 
| 
phat po = 6,2, 2 Tage | 
10c) | ,, 15 Min. ohne Zellen, mit Phos- | 226 | 18 | 103,0 | 95,6 
phat pu = 7,0, 2 Tage | 
11 », 16 Min. ohne Zellen, mit Phos- | §1,9 
phat po = 6,2, 3 Tage | 
ohne Zellen, mit Phos- | 348 | 25 59,1 | 26,8 
phat pu = 6,2, 4 Tage | 
ohne Zellen, mit Phos- | 348 | 25 59,1 53,9 


phat pu = 6,8, 4 Tage | 


12a)] ,, 21/, Stdn. 








12b)] ,, 2!/, Stdn. 











266 mg Trockenleukocyten) vermischt. Das Gemisch lieferte unter 
den nimlichen Bedingungen 46 mg Maltose. 

Hier mu die zersetzte Enzymlésung der noch wirksamen 
einen Aktivator zugefiihrt haben. Hs ist aber nicht ausgeschlossen, 
daB in der unwirksamen Lésung auch noch gianzlich gehemmte 
Amylase existierte. 

In einem anderen, der Anordnung nach &hnlichen Beispiel 
vermischten wir eine Glycerinlésung, die in einem Monat fast 
wirkungslos geworden war (Titrationsprobe entsprechend 444 mg 
trockener Leukocyten ergab 8,4 mg Maltose), mit einer frisch dar- 
gestellten (Probe entsprechend 331 mg Leukocyten lieferte 60,5 mg 
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Maltose). Das Gemisch wirkte schwicher als letztere Komponente 
allein, es lieferte unter denselben Bedingungen nur 83,6 mg Mal- 
tose. Aufkochen der gealterten Enzymlésung hob ihre Hemmungs- 
wirkung vollstandig auf (gef. 59 mg Maltose). 

Bis zur Unwirksamkeit gealterten Lyo-amylaselésungen ist 
also aktivierende oder hemmende Wirkung eigen. 

Werden die von den Leukocyten abgetrennten Glycerin- 
ausziige mit den Zellresten wieder vereinigt, so erscheint das 
Spaltungsvermodgen nicht oder sehr wenig beeinfluBt. Die Zell- 
reste selbst werden durch den Glyceringehalt des Versuchsansatzes 
in ihrer amylolytischen Wirkung gehemmt, andererseits geht von 
ihnen keine deutliche Beeinflussung der «-Lyo-amylase aus. 


Vergleich der «-Lyo-amylase mit Driisen-amylase. 


Um mit diesen Erfahrungen das Verhalten von Pankreas- 
amylase zu vergleichen, lieBen wir Glycerin auf frische Pankreas- 
driise (vom Schwein) einwirken. Von dem in 5 Stunden, was 
nicht hinreichend war, gewonnenen Glycerinauszug ergab eine 
Titrationsprobe, entsprechend 1,1 mg trockener Pankreasdriise 
unter den Bedingungen der ersten Abhandlung iiber Pankreas- 
amylase in 10 Minuten 49,4 mg Maltose, nach mehrtigiger Be- 
handlung der Driise mit dem Glycerin aber 75,6 mg. 

Wie die Leistung in einer Versuchszeit von nur 10 Minuten 
erkennen la8t, erhalt man aus der Driise weitaus stirkere Enzym- 
lésungen als aus den Zellen. Der Vergleich hinsichtlich der Haltbar- 
keit wird zuverlissiger, wenn wir die Glycerinlésung der pan- 
kreatischen Amylase auf eine der Lyo-amylase entsprechende Wirk- 
samkeit verdiinnen. Von einem Glycerinauszug (10:1 aus ge- 
trockneten Driisen) wurden 0,2 ccm mit Wasser auf 1 Liter ver- 
dimnt, davon 4cem mit 21 ccm Wasser + 75 cem iblichem 
Glycerin vermischt. Das ist eine Verdiinnung, die sowohl in bezug 
auf Reaktionsvermégen wie auf Glyceringehalt den Leukocyten- 
ausziigen entspricht. Die so verdiinnte Glycerinlésung dnderte in 
7 Tagen ihre Wirksamkeit gar nicht (frische Lésung, entsprechend 
0,0059 mg getrockneter Driise bildete in 24 Stunden 56,9 mg Mal- 
tose, gealterte Lésung 55,4 mg). Wurde hingegen diese Lésung 
mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt, und zwar unter 
Zusatz von Phosphatpuffer (px = 6,2), so sank die enzymatische 
Aktivitaét in einer Woche auf etwa zwei Drittel (gef. 37,4 mg Mal- 
tose). 

16* 
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Der Hauptunterschied der «-Lyo-amylase von der Pankreas- 
amylase ist ihr Phosphaterfordernis. Es hat sich ohne Ausnahme 
bestétigen lassen, daB die Pankreas-amylase verschiedener Tiere 
(Pferd und Schwein) und daB die Amylase aus verschiedenen 
anderen Driisen und aus Organen (Lymphdriise von Pferd und 
Hund, Leber vom Pferd, Thymusdriise vom Schwein) bei Gegen- 
wart von Natriumchlorid die néimliche Wirkung in Acetat wie in 
Phosphat ausiibt. Auch verschiedene Abiénderungen bei der Dar- 
stellung der Enzymlésungen aus der Driise anderten nichts an 
diesem Ergebnis. Die Gewinnung lift sich durch Einlegen der 
frischen Driise ohne Zerkleinern in viel 100°/,iges Glycerin sehr 
schonend gestalten und auf eine Versuchszeit von wenigen Minuten 
abkiirzen, andererseits l4Bt sich durch Anwendung von verdiinntem 
Glycerin, ferner durch tagelange Autolyse oder durch Einwirkung 
von Papain der Reinheitsgrad des Enzyms und sein Zustand in 
bezug auf kolloide Begleitstoffe erheblich variieren. Bei allen 
solchen Varianten ist das Verhalten der Pankreas-amylase das 
gleiche geblieben in dem Hauptpunkt, da8 sie nicht phosphat- 
erfordernd ist, daB Phosphat lediglich als Aciditaétspuffer wirkt. 
Diese Versuche sind der Kiirze halber nur auszugsweise in der 
Tab. 26 angefiihrt. 

Das Verhalten von Speichel- und von Pankreas-amylase gegen 
Elektrolyte ist, wie namentlich die griindlichen Untersuchungen 
von K.Myrbiack!) und von H.C. Sherman und seinen Mit- 
arbeitern?) zeigten, vom Reinheitsgrad nicht wenig beeinfluBt. 
Willstatter, Waldschmidt-Leitz und Hesse*) hatten fir 
Pankreas-amylase das px-Optimum = 6,8 gefunden, ohne Zusatz 
von Natriumchlorid und mit verschieden groBen Zusitzen. Das 
angewandte pankreatische Enzym war aber noch nicht durch 
Dialyse gereinigt. Myrbiéck hat nun sowohl fir Speichel- wie 
fiir Pankreas-amylase klargelegt, daB das Enzym, gereinigt durch 
Dialyse, ohne Zusatz von Natriumchlorid optimal bei px = 6,2 
wirkt, und wir kénnen seine Feststellung auf Grund unserer letzten 
Beobachtungen nur bestiatigen (nach Dialyse, in 20 und 40 Minuten 
bei px = 6,2 30,1 und 45,5 mg Maltose, bei px = 6,8 25,5 und 


1) Diese Z. 159, 1 (1926). 

2) H.C. Sherman, M. L. Caldwell u. J. E. Dale, J. am. chem. soc. 49, 
2596 (1927); H.C. Sherman, M. L. Caldwell u.M. Adams, J. am. chem. soc. 
50, 2529, 2535, 2538 (1928). 

3) Diese Z. 126, 143 (1923). 
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40,0 mg; dieselbe Enzymlésung mit Natriumchloridzusatz in 
20 Minuten bei px = 6,2 40,6, bei 6,8 45,7 mg). 

Aber auch in dialysiertem Zustand finden wir bei Amylase 
aus Pankreas, so wie Myrbick (a. a. O., 8.19) bei der von Speichel, 
daB die Reaktionsgeschwindigkeiten in Phosphat und Acetat 
scharf tibereinstimmen (Tab. 26, Versuch 1b). 

Die «-Lyo-amylase, die wir wegen ihrer sehr geringen Be- 
stindigkeit noch nicht in dialysiertem Zustand zu_beschreiben 
vermoégen, wirkt natriumchloridhaltig in eben dem Bereich optimal 
wie Pankreas- und Speichel-amylase in natriumchloridfreiem 
Zustand. 

b-Lyo-amylase. 


Die zweite glycerinlésliche Amylase aus Leukocyten ist in 
Acetat ebenso wirksam wie in Phosphat. Es ist kein Unterschied 
dieser /-Amylase von der pankreatischen bekannt, die Identitat 
beider ist also wahrscheinlich. Aber die Schwerzuginglichkeit in 
einheitlichem Zustand hat davon abgehalten, die S-Lyo-amylase 
genauer zu kennzeichnen. Uber die px-Abhangigkeit und iiber 
den EKinfluB von Natriumchlorid auf sie kénnen noch keine An- 
gaben gemacht werden. 

Am besten erhielten wir die /-Lyo-amylase aus den nach 
Szilard gewonnenen frisch-feuchten Leukocyten des Hundes 
durch Glycerinextraktion. Im Versuch 1 der Tab. 27 stimmte die 
Wirkung in Phosphat und Acetat scharf iiberein, in Versuch 2 
machte die Reaktionsgeschwindigkeit in Acetat einen hohen Bruch- 
teil von der in Phosphat aus. Auch mit einem der Szilard- 
praiparate aus Pferdeblut (Nr. 3) war das Ergebnis sehr gut, es 
lieB sich aber iiberraschenderweise mit anderen Proben von Pferde- 
blut gar nicht reproduzieren. Die Versuche 4 und 5, genau wie 
Nr. 8 ausgefiihrt, fiihrten fast nur zu «-Lyo-amylase. Die weiteren 
Versuche mit Pferdeblut nach Szilard wurden mit kleinen Ab- 
iinderungen vorgenommen, mit kiirzerer oder langerer Saure- 
behandlung des Blutes, mit vorsichtigstem Neutralisieren oder 
unter Anwendung von Alkaliiiberschu8. Einige solche Ab- 
weichungen von der gut ausgearbeiteten Vorschrift (1/, bis héch- 
stens 1 Minute Dauer der sauren Reaktion, genaue Neutralisation) 
haben die Ausbeute beeintrachtigt, aber die Wirkung der Lyo- 
amylase in Acetat blieb weit hinter der in Phosphat zuriick. Da 
auch das Verhiltnis zwischen Leukocytentrockengewicht und 
amylolytischer Wirkung beim Hundeblut besonders giinstig ist, 











ee ee 


al we lU[NU we _- 








Uber die Amylasen der Leukocyten. 237 


stellt die Verarbeitung der Szilardleukocyten vom Hund das beste 
Verfahren zur Gewinnung der f-Lyo-amylase dar. 

Es lag nahe, mit den in gréBerem MaBstab und in reinerem 
Zustand zuginglichen Leukocyten nach Hamburger eine ahnliche 
Behandlung mit Siure und Alkali oder mit einer der beiden Ande- 
rungen der Wasserstoffionenkonzentration des Blutes vorzunehmen, 
um dann mit Glycerin an Stelle der phosphaterfordernden die 
B-Amylase zu gewinnen. Diese Versuche waren, wie aus Tab. 28 
zu ersehen, nicht eben erfolgreich. Die schonende Einwirkung von 
Alkali auf die isolierten und in physiologischer Kochsalzlésung 
suspendierten Hamburgerleukocyten wurde gut ertragen, aber 
die Empfindlichkeit gegen Saiurebehandlung war groB, die Aus- 
beute an Amylase litt dabei sehr. Es ist giinstiger, die Leuko- 
cyten in Plasma zu suspendieren und die Fliissigkeit mit Hssig- 
sdure-Weinsduremischung z. B. auf pa =5 zu bringen (Versuch 
Nr. 5). Das Enzym blieb geschont, aber von f-Lyo-amylase ent- 
stand wenig. 

Man wird nach einer Erklirung suchen, warum die Wirkung 
des Szilardverfahrens nicht auch durch Siure-Alkalibehandlung der 
Hamburgerleukocyten zu erzielen ist. Vielleicht wirkt unter den 
besonderen px-Bedingungen des Szilardverfahrens ein an der 
Autolyse der Blutzellen, an der Umwandlung der Desmo-amylasen 
beteiligtes Enzym oder ein Aktivator des Freilegungsvorganges, 
wahrend im Laufe der Isolierung nach Hamburger dieser die 
Bildung von f-Lyo-amylase unterstiitzende Faktor an Aktivitit 
verloren oder Hemmung erlitten haben mag. 

Zu viel besseren Ergebnissen als diese Versuche mit Ham- 
burgerleukocyten fiihrten verschiedene, mit Zellresten der Leuko- 
cyten vorgenommene Behandlungen, die an _  voranstehende 
Beobachtungen iiber Desmo-amylasen ankniipfen. Es gelingt 
schon durch Ausziehen der acetongetrockneten Leukocyten mit 
Glycerin Amylaselésungen herzustellen, die eine deutliche Wirk- 
samkeit in Acetatpuffer aufwiesen. So entstanden mit einem 
solchen Glycerinauszug (entsprechend 617,7 mg Trockenleuko- 
cyten) in Phosphat 21,5 mg, in Acetat 4,7 mg Maltose. Aber die 
Reaktionszeit betrug hier 13 Tage. Die erzielten Ausbeuten in 
solchen Glycerinlésungen aus den getrockneten Zellen sind sehr 
gering. 

Bemerkenswerter sind die in der Tab. 29 (vgl. auch Tab. 18, 
und zwar Versuch 2) verzeichneten Ergebnisse bei wiederhoitem 
Ausziehen von frischen Leukocyten mit Glycerin (Versuch 1b 
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und 2), wobei in die ersten Ausziige ja nur oder fast nur «-, in die 
zweiten aber mehr f-Lyo-amylase iiberging. Noch befriedigender 
verlief die Einwirkung von Glycerin auf Leukocyten, die zuvor 
einer nur kurz dauernden Autolyse unterzogen wurden. In den 
Versuchen 83—6 der Tab. 29 entfiel auf die Phosphat nicht 
erfordernde Amylase ein mehr oder minder groBer, aber stets 
deutlicher Anteil an der Starkehydrolyse. 


Die Ausfiihrung unserer Untersuchung wurde von der Not- 
gemeinschaft der Deutschen Wissenschaft geférdert, namentlich 
durch ein Fors¢hungsstipendium. Wir sprechen fiir diese Unter- 
stiitzung unseren aufrichtigen Dank aus. 
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Uber ionale Einwirkungen auf die Alterung 
in PreBsaiften von Herzen. 
Von 
II. Wassermeyer. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft ) 


(Aus der medizinischen Poliklinik der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. Oktober 1931.) 


Durch die Arbeiten Embdens und seiner Schiiler sind in 
den letzten Jahren wesentliche Erkenntnisse auf dem Gebiete des 
Chemismus der Skelettmuskeln gewonnen worden. Fiir die nach- 
folgenden Ausfiihrungen kann nur auf den hier vergleichsweise 
wichtigen Teil dieses groBen Arbeitsgebietes eingegangen werden. 

Es hat sich gezeigt, daB die von Embden!) als Alterung 
bezeichneten Vorgiinge besonders eng mit den biologischen Qualli- 
taten der Muskulatur verkniipft sind. Unter Alterung ist die Ab- 
nahme der Synthesefahigkeit von Phosphorséure zu Hexose- 
diphosphorséure unter der EKinwirkung von Natriumfluorid, 
Glykogen, Bicarbonat beim Aufbewahren von Muskelbrei und 
PreBsaft zu verstehen. Die erste Beobachtung, da8 die Fihigkeit 
des Muskelbreies zur Synthese von Phosphorsiure zu Hexose- 
diphosphorséure beim Aufbewahren des Muskelbreies abnimmt, 
wurde von Abraham und Kahn?) gemacht. Embden und 
Jost®) konnten nachweisen, daB eine beschleunigte Alterung des 
Muskelbreies nach ermiidender Reizung des lebenden Frosches 
eintritt, welche Verdénderung nach einer Erholung von 24 Stunden 
reversibel ist. Embden und Jost deuten ihren Befund als eine 
Veranderung der Muskelkolioide. Diese Annahme wurde dann von 





1) Handbuch d. normalen u. pathologischen Physiologie Bd. VIII, Teil 1; 
Klin. Wsch. 1929, S. 913. 

2) Diese Z. 141, 161 (1924). 

3) Diese Z. 165, 224 (1927). 
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Deuticke') und Hensay*) durch Untersuchung der léslichen 
Stickstofffraktionen gestiitzt; sie konnten zeigen, daB nach er- 
midender Reizung von Muskeln der in bestimmten Puffergemischen 
lésliche, organisch gebundene Stickstoff zunimmt, und zwar geht 
diese Zunahme dem Eintritt der Alterung sowohl bei variierter 
Temperatur wie bei varierter Arbeit streng parallel. Deuticke 
schlieBt daraus, daB es sich bei der Alterung um Zustands- 
inderungen von KiweiSkérpern handelt, deren Folge die ver- 
minderte Synthesefihigkeit ist. 

Auch fiir den Herzmuskel liegen bereits eine Reihe derartiger 
Beobachtungen vor. Perger*) zeigte, daB auch der Herzmuskel- 
brei die Eigenschaft besitzt unter Natriumfluorid Phosphorséure 
zu synthetisieren. In mehreren Arbeiten wurde die Alterung 
normaler und vorbehandelter Herzen von Wassermeyer und 
Jacobi‘), Jacobi und Wassermeyer®) und Wassermeyer®) 
untersucht. Es zeigte sich bei diesen Untersuchungen, daB die 
Werte der zu Beginn des Versuches vorhandenen Phosphorséure 
im Herzmuskel geringer sind als in entsprechenden Versuchen an 
Skelettmuskeln, und da8 daher auch weniger Phosphorsiéure unter 
der Kinwirkung von Natriumfluorid verschwindet. Auch der 
zeitliche Verlauf der Synthesefaihigkeit beim Absterben unter- 
scheidet sich von den gleichen Verhiltnissen des Skelettmuskels. 
Es wurde zwar fir den Skelettmuskel immer wieder festgestellt, 
daB der Verlauf der Alterung in verschiedenen Versuchen erheblich 
schwanken kann; diese Abweichungen weisen eine GesetzmaBig- 
keit bei Beriicksichtigung der Vorbehandlung der Muskeln auf; 
an trainierten Muskeln tritt die Alterung verzégert ein (Habs’). 
Normale Herzen weisen im allgemeinen viel gleichmaéBigere Resul- 
tate auf. Sodann war bei den Herzversuchen der Eintritt der 
Alterung, d. h. die Abnahme der Synthesefihigkeit, erst in sehr 
viel spiteren Zeiten bemerkbar. Vorher findet haéufig in eimer 
Reihe von Ansitzen eine zeitweilige Verbesserung der Synthese- 
fihigkeit statt, die oft noch nach 4—6 Stunden nachweisbar ist.®) 


1) Pfliigers Arch. 224, 1 (1929). 

2) Pfliigers Arch. 224, 44 (1929). 

3) Diese Z. 162, 122 (1926). 

4) Arch. f. exper. Path. 155, 70 (1930). 

5) Arch. f. exper. Path. 157, 234 (1930). 

6) Arch. f. exper. Path. 157, 244 (1930). 

7) Diese Z. 171, 40 (1927). 

8) Arch. f. exper. Path. 155, 82 (1930), Tab. 1, Versuch 1, 2, 4, 9, 10, 


ll u. 12. 
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Nun konnte der Eintritt der Alterung beim Skelettmuskel 
im wesentlichen auf die ionale Steuerung dieses Prozesses zuriick- 
gefihrt werden (Wassermeyer!). In dieser Arbeit konnte nach- 
gewiesen werden, daf Alkalisierung des SkelettmuskelpreBsaftes 
durch NaHCO, oder NaOH zu einer Beschleunigung der Alterung 
fiihrt, daB Milchséure und Ammoniak in gewissen Konzentrationen 
die Alterung verzégert, dagegen Coffein sie beschleunigt. Die 
nachfolgenden Untersuchungen, die mit der gleichen, dem Herz- 
muskel angepaBten Methode arbeiten, bezwecken eine Feststellung 
der besonderen Higenschaften des Myokards. 


Methode. 


Aufbewahren des Herzmuskelbreies auf einer eisgekiihlten Platte, gegen 
Verdunstung geschiitzt. A-Ansatz in 49/, HCl. C-Ansatz in n/5-NaF + 0,4°/, 
Glykogen + 2°/, NaHCO,; Exposition 2 Stunden bei 16°; dann Fallung der 
KiweiBe nach Schenck; am nachsten Tag mit H,S entquecksilbert, Ent- 
fernung des H,S durch Luftstrom. Bestimmung der Phosphorséure nach 
Em bden.?) 

J, 


In Versuch 1 wird ein Alterungsversuch des Breies aus nor- 
malen Kaninchenherzen wiedergegeben. Der Gehalt des Muskel- 
breies an Phosphorséure (A-Ansatz) betrug sofort nach der Her- 
stellung 0,124 g-°/,, welcher Wert erst nach 12 Stunden wieder 
erreicht wurde, nachdem in der Zwischenzeit bis zur Halfte der 
vorhandenen Phosphorséure verschwunden war (nach 3 Stunden 
0,060 g-°/,). Ein ahnliches spontanes Verschwinden von Phosphor- 
siure wurde beim Aufbewahren von Brei aus Skelettmuskeln 
unseres Wissens bisher nicht beobachtet. 


Versuch 1 (30) am 20. III. 1930. 6 normale Kaninchenherzen. 


sofort nach 3 Stdn. 6 Stdn. 9 Stdn. 12 Stdn. 


A-Ansatz ..... 0,124 0,060 0,076 0,112 0,130 
C-Ansatz ..... 0,087 0,044 0,060 0,100 0,118 


Unter der Einwirkung von Natriumfluorid-Glykogen-Bi- 
carbonat, d.h. in dem eigentlichen Syntheseansatz (C-Ansatz) 
wurde zu Beginn des Versuches ein Wert von 0,087 g-°/, HsPO, 
erreicht ; es waren also 0,037 g-°/, Phosphorséure in eine organische 
Bindung iibergefiihrt worden und entzogen sich der Analyse. 
Nach 8 Stunden sank dieser Wert noch erheblich tiefer bis auf 
0,044 g-°/,. Nach 6 Stunden war das Maximum der Synthese- 


1) Diese Z. 179, 283 (1928). 
2) Diese Z. 118, 138 (1921). 
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fahigkeit durchschritten; es wurde nun ein Wert von 0,060 g-°/, ge- 
funden. Dieser Verlust der Synthesefihigkeit (Alterung) geht dem 
Rickgang der spontanen Synthese (A-Ansatz) parallel. Nach 9 und 
12 Stunden schreitet die Alterung fort. 

Auch Versuch 2, in dem die gleichen Untersuchungen an der 
Herz- und Skelettmuskulatur ausgefiihrt wurden, laBtjfir das 
Herz einen Verlauf erkennen, der den oben beschriebenen Ver- 
haltnissen des Versuches 1 entspricht. Allerdings laufen spontane 
Synthese (A-Ansatz) und Alterung (C-Ansatz) nicht so streng 
parallel wie in Versuch 1. Die Spontansynthese erreicht erst nach 
6 Stunden ihr Maximum, wiahrend die Alterung um diese Zeit 
bereits eingesetzt hat. Die Analysenreihen des Skelettmuskels 
zeigt einen ganz anderen Verlauf. Die Werte der vorhandenen 
Phosphorséure sind viel hodher, wie dies auch in zahlreichen 
Arbeiten des Embdenschen Institutes gefunden worden ist. 
Beim Aufbewahren des Muskelbreies werden erhebliche Mengen 
Phosphorsiiure abgespalten. Die Alterung setzt von vornherein 
ein, und zwar wird schon nach 8 Stunden nur ein Wert von 
0,301 g-°/, gegeniiber einem Anfangswert von 0,142 g-°/, erreicht. 


Versuch 2 (29) am 14. IJ. 1930. 
Brei aus 5 normalen Kaninchenherzen und aus dem Quadriceps femoris. 


Herzmuskel: sofort nach 3 Stdn. 6 Stdn. 
ae ee ee ee 0,100 0,070 0,064 
I ke oh. Sat cata a ne 0,074 0,057 0,062 

Skelettmuskel: 
ee ee ee 0,322 0,468 0,510 
eee. Ce ee eee 0,142 0,301 0,356 


Weitere Versuche mit Kaninchenherzen nahmen einen ana- 
logen Verlauf. 

Dagegen verhalten sich Hundeherzen anders als Kaninchen- 
herzen; die Hundeherzen sind den bekannten Beobachtungen am 
Skelettmuskel ahnlicher und weisen in keinem Fall jene oben 
beschriebene Spontansynthese auf. Versuch 3 dient als Beispiel 
fiir einen Hundeversuch. Die vorhandene Phosphorsiure betrug 
zu Beginn des Versuches 0,206 g-°/), Nach 3 und 6 Stunden 
wurden kleine Phosphorsiiuremengen abgespalten (0,218 und 
(),230 g-°/,). Die Synthese sofort nach der Herstellung des Breies 
erreichte einen Endwert von 0,104 g-°/), dagegen war nach 3 und 
6 Stunden die Synthesefihigkeit auf 0,139 und 0,193 g-°/) zuriick- 
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gegangen (Alterungskurve). Alle weiteren Versuche nahmen einen 
gleichen Verlauf. 


Versuch 3 (24) 26. XI. 1929. Normales Hundeherz. 


sofort nach 3 Stdn. 6 Stdn. 
I A I nt tal a hd os 0,206 0,218 0,230 
i eal ee i es os 0,104 0,139 0,193 


Worauf das besondere Verhalten der Kaninchenherzen zuriick- 
zufiihren ist, ist schwer zu sagen. Jedenfalls ist das unterschied- 
liche Verhalten des Breies aus Kaninchen- und Hundeherzen nicht 
in einem verschiedenen Gehalt an Phosphorséurefraktionen 
begriindet, wie in zahlreichen Analysen gefunden wurde. 

Schon fiir den Skelettmuskel ist aus den Untersuchungen 
iiber die ionale Beeinflussung der Alterung bekannt, wie kompli- 
ziert und vielfach beeinfluBbar die Vorgiinge sein miissen, die 
hierbei ablaufen. AuBer der Reaktion, die bei Alkalisierung des 
Milieus einen beschleunigenden EinfluB auf die Alterung hat, 
spielen andere Ionen eine wesentliche Rolle. Beschleunigend wirkt 
die Kohlenséure, Ammoniak nimmt je nach der Reaktion einen 
verschiedenen Einflu8; Milchséure verzégert die Alterung.!) Das 
verschiedene Verhalten dieser Faktoren fiihrt z. B. dazu, daB sich 
der Brei und der PreBsaft aus Skelettmuskeln von Kaninchen 
hinsichtlich der Alterung verschieden verhalt; der PreBsaft altert 
meist viel langsamer. Diese langsamere Alterung des PreBsaftes 
wurde auf seine Reaktion zuriickgefiihrt, wobei wahrscheinlich die 
sauere Reaktion diesen vor der Alterung schiitzt (Wassermeyer?). 
Ahnliche Beobachtungen wurden von Martino*) an Brei und 
PreBsaft von Forellen- und Karpfenmuskulatur gemacht. Im 
einzelnen ist es dabei schwer méglich, das bestimmende Moment, 
welches den kolloidalen Vorgang steuert, zu definieren; méglicher- 
weise handelt es sich um eine Summe verschiedener Faktoren. 

Angesichts der Besonderheiten der Alterung von Herzen 
sollte weiterhin festgestellt werden, ob die fiir den Skelettmuskel 
gefundene ionale Steuerung der Alterung auch fir den Herz- 
muskel besteht. Die Versuche wurden an PreBsiften aus Hunde- 
herzen vorgenommen. Aufbau und Methodik der Versuche 
schlieBen sich an die gleichen Untersuchungen der friheren 
Arbeit an. 


1) Wassermeyer, Diese Z. 179, 283 (1928). 
2) a. a. O. 3) Diese Z. 162, 172 (1927). 
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Ein Unterschied in der Methode besteht nur in der Art der Pressung. 
Wenn man zu dem mit Quarzsand zerriebenen Herzmuskelbrei ebenso viel 
Kieselgur hinzusetzt, wie in den Versuchen mit Skelettmuskeln, dann erhalt 
man einen klaren, wenige Kubikzentimeter betragenden Saft, der praktisch 
keine Phosphorséure enthalt. Die Reaktion ist dabei stark sauer (pq 3—4). 
Die Zubereitung ist zu trocken. Durch eine Reihe von Vorversuchen wurde 
festgestellt, da8 zur Gewinnung eines brauchbaren PreBsaftes nur sehr wenig 
Kieselgur benutzt werden darf; es wurde jeweils so viel genommen, daB die 
PreBmasse gerade gebunden wurde (auf 100 g Herzmuskel sind dies ungefahr 
nur 10 g Kieselgur). Wird bei der Pressung in dieser Weise vorgegangen, so 
erhélt man aus dem Herzen eines groBen Hundes 50—80 ccm dunkelroten, 
triiben PreBsaft. Der Gehalt an Phosphorsaure liegt ahnlich wie beim Herz- 
muskelbrei um 0,15 g-°/). Die Reaktion ist sauer (pq 5—6). 

Der Grund fiir dieses verschiedene Verhalten des Skelettmuskels und 
Herzmuskels bei der Pressung, d. h. gegeniiber der Adsorption durch Kieselgur, 
ist in der ungleichen Zusammensetzung der beiden Muskelarten an kolloidalen 
Substanzen zu suchen, Allein die Menge der EiweiBkérper setzt sich in den 
beiden Fallen recht verschieden zusammen. Die quantitative Analyse der 
EiweiBfraktionen durch v. Fiirth und seine Schiiler!) zeigte, daB der Herz- 
muskel bedeutend mehr Stroma und weniger Myosin, Myogen und Muskel- 
plasma besitzt als der Skelettmuskel. 

Der PreBsaft wurde in verschiedene Teile geteilt, teils ohne Zusatz sofort 
und nach verschiedenen Zeiten untersucht, oder mit Zusétzen von Bicarbonat,. 
Natronlauge, Milchsiure, Kohlensaiure, Coffein versetzt. Bei mehreren Zu- 
sitzen konnte aus Materialmangel nicht wie in der friiheren Arbeit zahlreiche 
Ansatze gemacht werden, da zu den einzelnen Ansatzen infolge des geringeren 
Phosphorséuregehaltes gréBere Mengen PreBsaft verwandt werden muBten. 
Aufbewahrung der verschiedenen Ansatze bei 16°. A- und C-Ansatze wie in 
den Breiversuchen. 


Fir den Skelettmuskel konnte nachgewiesen werden, daB 
durch Alkalisierung des PreBsaftes eine starke Beschleunigung der 
Alterung herbeigefiihrt wird. Diese Feststellung besitzt eine 
besondere Bedeutung, weil in diesem Vorgange eine den Verhilt- 
nissen bei der Muskelkontraktion ahnliche Verainderung (Alkali- 
sierung und gleichzeitiger Eintritt der Alterung) erblickt wurde.?) 

Versuch 4 stellt den gleichen Grundversuch mit Zusatz von 
Bicarbonat bei einem HerzpreBsaft dar. Die Reaktion ist durch 
den Zusatz erheblich nach der alkalischen Seite verschoben worden, 
annihernd so stark wie in den Skelettmuskelversuchen, in denen 
bei einer Alkalisierung stets eine starke Beschleunigung der Alte- 
rung auftrat. Der Gehalt des PreBsaftes an Phosphorsaure sofort 
nach der Herstellung betrug 0,202 g-°/, (A-Ansatz) und andert 





1) Handbuch d. Biochemie IV, 1923; Saxl, Beitr. z. chem. Physiol. und 
Path. 9, 20 (1907). 
2) Wassermeyer, a.a. O. 
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sich innerhalb von 5 Stunden praktisch nicht. Nach Zusatz von 
Bicarbonat in der Konzentration von 0,5°/, und 1,0°/, erfahrt 
dieser Wert sofort nach der Durchmischung keine Anderung. 
Dagegen tritt nach 5 Stunden bei beiden Konzentrationen eine 
Abnahme ein (0,189 und 0,178 g-°/,). Es findet sich also ein Ver- 
halten, das der spontanen Synthese der Kaninchenherzen im Brei- 
versuch entspricht, welches aber die Hundeherzen im Breiversuch 
nicht erkennen lieSen. 


Versuch 4 (10) am 12. V. 1930. 56 ccm PreBsaft aus Hundeherz. 


Zusatz: sofort nach 5 Stdn. 
ohne Zusatz as a ik a A on 6,4 6,4 
so eg og 0,202 0,205 
ee eee 0,126 0,182 
0,5°/, NaHCO, SE ae ee ee 8,0 7,8 
ee eee ee 0,206 0,189 
Se cg se ke kk ee 0,131 0,148 
1,0°/, NaHCO, esa ese wok a Ps 8,2 7,0 
ON ee eee 0,206 0,173 
eee ee 0,140 0,156 


Die Alterung (C-Ansiatze) zeigt zuerst eine geringe Abnahme 
der Synthesefaéhigkeit unter dem Einflu8 von Bicarbonat (von 
0,126 auf 0,131 und 0,140). Diese Abnahme ist in weiteren Ver- 
suchen oft auch ausgeblieben (vgl. z. B. Versuch 5). Gegeniiber 
dieser Abnahme der Synthesefahigkeit unter Zusatz von Bicarbonat 
im Sofortansatz ergaben die spiéteren Priifungen (nach 5 Stunden) 
fast stets eine Zunahme der Synthesen unter Vorbehandlung mit 
Bicarbonat (von 0,182 ohne Zusatz auf 0,148 und 0,156 mit Bi- 
carbonat), also im Gegensatz zu den gleichen Versuchen am Skelett- 
muskel tritt keine Alterung in diesen Konzentrationen ein. Erst 
bei noch héheren Bicarbonatkonzentrationen (2°/, NaHCO,) trat 
die Alterung ein. Hierfiir gibt die Konzentrationsreihe des Ver- 
suches 5 ein Beispiel. 


Versuch 5 (27) am 11. VI. 1930. 50 ccm PreBsaft. Nur C-Ansiatze. 


Zusatze sofort nach 5 Stdn. 
SE ee ae re ee eee 0,055 0,073 
Se ae 0,056 0,071 
SM Me ee ee 0,056 0,066 
i ae 0,057 0,092 


Als wesentlicher Unterschied zwischen Herz- und Skelett- 
muskel im PreBsaftversuch ergibt sich eine andere Kmpfindlich- 
keit der Alterung gegen Reaktionsverschiebungen. Alkalisierung 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCIII. 17 
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bis pu 7—8 hat im HerzpreBsaft noch keinen alterungsbeschleu- 
nigenden Effekt. Erst bei noch starkerer alkalischer Reaktion 
tritt die Alterung ein, und auch dann nur in bescheidenem Umfang 
(vgl. a. a. O., 8. 300, Tab. VI). Bei geringerem Zusatz von Bi- 
carbonat wird sogar in einzelnen Versuchen eine deutliche Ver- 
zogerung der Alterung beobachtet. Dieses Verhalten erinnert 
an die SkelettmuskelpreBsafte, in denen NaOH oder NH, in ge- 
ringen Konzentrationen zugesetzt wurde (a.a.O., 5. 301, Tab. VII 
und §. 805, Tab. IX). Bevor es hier zu einer Beschleunigung der 
Alterung kommt, findet sich auch dort erst eine Phase, in der eine 
Verzogerung bei niedriger Konzentration hervorgerufen wurde. Es 
handelt sich also um keinen grundsiatzlichen Unterschied zwischen 
Skelettmuskel und Herz, sondern nur um eine quantitative Ab- 
weichung. 

Dem geringen Grad der Alterung auf Zusatz von Bicarbonat 
geht eine spontane Synthese des PreBsaftes beim Aufbewahren 
mit Bicarbonat parallel, wie sie beim Skelettmuskel nie beobachtet 
wurde. Ein ahnlicher Befund wurde beim Aufbewahren des Breies 
aus Kaninchenherzen erhoben (vgl. oben). Da es nicht médglich 
ist, im Muskelbrei die aktuelle Reaktion mit Sicherheit zu be- 
stimmen, kann zunachst der Beweis nicht angetreten werden, ob 
bei beiden Beobachtungen der gleiche Vorgang zugrunde liegt. 
Immerhin wire es méglich, daB die beim Herzmuskelbrei von 
Kaninchen beobachtete Begiinstigung der Synthese durch eine 
geringe Alkalisierung zustande kommt und erst spater mit einer 
stiirkeren Reaktionsverschiebung die Abspaltung erfolgt. 

Die oben zitierten Versuche am SkelettmuskelpreBsaft unter 
Zusatz von NaOH wurden auch fiir das Herz vorgenommen, um 
die Bedeutung von Reaktionsverschiebungen von der Einwirkung 
des Carbonations abzugrenzen. Als Beispiel diene Versuch 6. 


Versuch 6 (11) am 13. V. 1930. 80 ccm PreBsaft. 


Zusatze sofort nach 5 Stdn. 
ohne Zusatz SE Ae eee ee 6,3 6,2 
CN 0,169 0,208 
a 0,066 0,140 
n/100-NaOH SE ae ee ae 6,4 6,5 
ee 0,159 0,170 
Ce we ee 0,063 0,127 
n/10-NaOQH 0 NC ae 10,3 9,9 
Oe ae 0,159 0,183 


SS ec we ee we 0,081 0,191 
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Zusatz von Natronlauge bis zu einer Konzentration von n/100 
ruft sowohl eine spontane Synthese der Phosphorsiiure beim Auf- 
bewahren des PreBsaftes von allerdings geringem Umfange hervor, 
wie eine Verzégerung der Alterung bei geringer Verschiebung der 
Reaktion nach der alkalischen Seite. Erst die starke Alkalisierung 
mit n/10-NaOH bewirkt eine wesentliche Beschleunigung der 
Alterung (auf 0,081 und 0,191 gegeniiber 0,066 und 0,149). 

Des weiteren wurden auch andere Ionen wie in der friitheren 
Arbeit hinsichtlich ihrer Wirkung auf die Alterung geprift. Es 
ergab sich, da8 durch Zusatz von Milchsiure keine Verzégerung 
der Alterung im Gegensatz zu den Befunden am Skelettmuskel 
in verschiedenen Konzentrationen erzielt werden kann. Dagegen 
ruft Zusatz von Ammoniak bei sauerer Reaktion eine leichte Ver- 
zogerung hervor (der gleiche Befund beim Skelettmuskel). Kohlen- 
siure ist wie beim Skelettmuskel stark alterungsbeschleunigend. 
Coffein hat den gleichen Effekt. 

In der Hauptsache liegen also dieselben Verhiltnisse wie 
beim Skelettmuskel vor; die Unterschiede sind nur quantitativer 
Art. Am auffalligsten ist die verschiedene Empfindlichkeit gegen- 
iiber Alkalisierung im Zusatzversuch mit NaHCO. Gerade wo es 
sich nur um Unterschiede in der GréBenordnung der Zusiitze 
handelt, lag es nahe zu fragen, ob diese lediglich durch verschiedene 
Pufferung der PreBsifte aus Skelett- und Herzmuskulatur bewirkt 
werden. 
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In der Figur sind die Ergebnisse der elektrometrischen Titra- 
tion von 2 PreBsiften wiedergegeben, die aus dem Herzmuskel 
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und der Hinterschenkelmuskulatur desselben Hundes auf die 
beschriebene Weise hergestellt wurden. Titration mit n/10-NaOH 
und n/10-HCl. Messung mit der Chinhydronelektrode. Anordnung 
der Gaskette nach Michaelis.1) Die Reaktion des PreBsaftes aus 
Skelettmuskeln war ohne Zusatz px 4,70; fiir den Herzmuskel- 
preBsaft px 6,00. Der PreBsaft aus Skelettmuskeln war also 
relativ sehr sauer gegeniiber den sonst bestimmten Werten. Dies 
ist darauf zuriickzufiihren, daB die Pressungen nacheinander 
erfolgen muBbten, und daB durch das liingere Aufbewahren in dem 
Skelettmuskelmaterial sich groBe Mengen Miulchsiure gebildet 
haben. 

Der Verlauf der Titration zeigt, daB sowohl nach der saueren 
wie nach der alkalischen Seite die Neigung der Kurven gegen die 
Ordinate die gleiche ist, da8 also die Pufferungskraft der PreB- 
sifte vollkommen gleich ist (Leuthardt?). Mit anderen Worten 
findet die Annahme, daB die verschiedene Beeinflussung der 
Alterung durch eine verschiedene Pufferungsfihigkeit hervor- 
gerufen wird, keine Bestatigung. 

Fernerhin ware es moglich, daB eine stirkere Milchséure- 
bildung beim Aufbewahren der Herzprefsifte die langsamere 
Alterung bedingte. Fir den Skelettmuskel hat Deuticke®) zuerst 
gezeigt, daB durch Milchséiure eine Hemmung der Phosphorsaure- 
abspaltung hervorgerufen wird. Zusatz von Milchsaéure zu Skelett- 
muskelpreBsiften bewirkt eine Verzégerung der Alterung. 

Deshalb wurde in einer Reihe der Versuche neben der Phosphor- 
siure der Milchséiuregehalt bestimmt (Methode nach E. Leh- 
nartz‘). Sofort nach der Herstellung lag der Milchsduregehalt 
der meisten PreBsifte um 0,1 g-°/,. Die entsprechenden Werte der 
SkelettmuskelpreBsifte lagen um 0,6 g-°/,. Beim Aufbewahren 
der HerzpreBsifte erfolgte nur eine geringe Milchséurebildung. 
Tab. 8 gibt die zu Versuch 4 gehdrigen Milchséiurewerte. Nach 


Tabelle 8. Milchsiuregehalt. 


Zusatz sofort nach 5 Stdn, 
I, 5, Ol lu nO Sone, fe ae. 0,141 0,155 
i. ee —— 0,152 
ee ee — 0,146 


5 Stunden ist der Milchséuregehalt von 0,141 auf 0,155 g-°/5, also 
unwesentlich angestiegen. Auch unter Zusatz von Bicarbonat 
1) Praktikum der physikalischen Chemie, Berlin 1922. 


2) Kolloidchemische Beihefte 25, 1 (1927). 
°) Diese Z. 149, 259 (1925), 4) Diese Z. 179, 1 (1928). 
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findet bei niedriger Temperatur nie eine gréBere Milchsiure- 
bildung statt. Aus diesen Analysen geht hervor, daB der verzégerte 
Kintritt der Alterung der HerzpreBsifte nicht auf Milchsaure- 
bildung zuriickgefiihrt werden kann. AuBerdem konnte gezeigt 
werden, daB im Gegensatz zu den zitierten Versuchen am Skelett- 
muskelpreBsaft Zusatz von Milchséiure zu den HerzpreBsiaften 
keine wesentliche Verzégerung der Alterung hervorruft (vgl. oben). 
Nachdem durch die Arbeiten Deutickes?) die Natur der bei 
der Alterung sich vollziehenden Vorgiinge als Veranderungen 
bestimmter Kolloide erkannt worden ist und in verschiedenen 
Versuchsanordnungen das Vorkommen grundsitzlich ahnlicher 
Prozesse in der Herzmuskulatur gefunden wurde, muB die Deutung 
der einzelnen Ergebnisse zu dem SchluB kommen, daB die kolloide 
Struktur der mit der Kontraktion in Zusammenhang stehenden 
Substanzen fiir Herz und Skelettmuskel wesentlich different ist. 
Das hat zur Folge, daB im Herzmuskel der Phosphorsiiurewechsel 
weniger schnell nach der dissimilatorischen Seite abliauft. 


II. 


Im Anschlu8 an die Alterung sind in den folgenden Ver- 
suchen einige fermentative Synthesen untersucht worden, die 
fir den Skelettmuskel zuerst von EK. Lehnartz*) eingehend 
bearbeitet worden sind. Es ergab sich aus den Untersuchungen 
von Lehnartz, daB auf Zusatz von Natriumbicarbonat bis zu 
einer Reaktion von ungeféhr px 7 ein Aufbau von Phospho- 
kreatin im PreBsaft aus Skelettmuskeln erfolgt, der in sehr kurzen 
Zeiten sein Maximum erreicht. Auf Zusatz von Adenosinphosphor- 
siure in Konzentrationen von n/100 und n/50 tritt eine starke 
Synthese von Pyrophosphorsaure ein, die schon nach 1 Minute thr 
Maximum erreicht und nach 30 Minuten nachlaBt. Letztere 
Synthese ist eine spezifische Eigenschaft der Adenosinphosphor- 
siure, die weder dem Adenosin noch dem Desaminierungsprodukt 
der Adenosinphosphorséure, der Inosinsiure, zukommt (EK. Leh- 
nartz). 

Die Bedeutung dieser Lehnartzschen Befunde liegt in der 
dadurch nachgewiesenen Verkniipfung der Tatigkeitssubstanzen 
des Muskels. Die Adenosinphosphorséure zerfallt bei jeder Kon- 
traktion in Ammoniak und Inosinséure und wird in der Erholung 
wieder aufgebaut (Embden und Mitarbeiter*). Durch diesen 


1) A.a. O. 2) Diese Z. 184, 1 (1929). 
3) Diese Z. 179, 149, 161 u. 186 (1928). 
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Zerfall sowie die anderen Spaltungsprozesse bei der Kontraktion 
findet nach Embden}?) eine Alkalisierung statt. Durch die Alkali- 
sierung werden nach Lehnartz’ Bedingungen geschaffen, die einen 
Aufbau des Phosphokreatins herbeifiihren. Ferner findet durch 
den Auf- und Abbau der Adenosinphosphorsaure eine Steuerung des 
Pyrophosphorsaiurewechsels statt. Die von Lohmann?) im Muskel 
aufgefundene Pyrophosphorsiure nimmt ihrerseits an den Spal- 
tungsvorgiingen bei der Kontraktion teil. Wie Embden, Hefter 
und M. Lehnartz%) zuerst zeigen konnten, geht bei der Kon- 
traktion die Pyrophosphorsaéure in Orthophosphorséure wiber und 
wird in der Erholung neu gebildet. 

Angesichts der groBen Wichtigkeit, die diesen Auf- und Abbau- 
vorgiingen sowie ihrer Verknipfung fiir die Kontraktion zu- 
gesprochen werden mu, wurden die Reaktionen, die Lehnartz 
fiir den Skelettmuskel entdeckt hat, fiir den Herzmuskel unter- 
sucht. In den kurzen Zeiten von einigen Sekunden bis zu einer 
Minute, in denen Lehnartz seine Synthese erhielt, trat auf 
Zusatz von Natriumbicarbonat keine Zunahme des Phospho- 
kreatins ein. Erst nach 15 Minuten wird eine sehr kleine Zunahme 
nachweisbar (von 0,007 auf 0,016 g-°/, beispielsweise). In anderen 
Versuchen war die Erhéhung noch geringer und trat auch nicht 
frihzeitiger ein. DaB die Ausschlaige fiir die Phosphokreatin- 
synthese kleiner sind als bei entsprechenden Skelettmuskel- 
versuchen, entspricht dem geringen Gehalt des Herzens an Phospho- 
kreatin (Martino). 

In 8 Versuchen wurde der Erfolg von Adenosinphosphorsaure- 
zusatz auf den Pyrophosphorsiéuregehalt des PreBsaftes bestimmt. 
Tab. 9 gibt den zahlenmaéBigen Verlauf eines Versuches. Der 


Versuch 9 am 21. VII. 1930. 


50 ccm PreBsaft vor dem Zusatz py 5,11; nach Zusatz px 7,10. 
Zusatz von Adenosinphosphorséure m/100 +- 2°/, NaHCQg. 


Phosphorkreatin Gesamtphosphat Pyrophosphorsaure 


ohne Zusatz ... . 0 0,074 0,034 
Nach I| Minute: 
2°), NaHCO,... . 0,003 0,071 0,032 
Adenosinphosphorsaéure 0,002 0,076 0,027 
Nach 30 Minuten: 
2°/, NaHCO,. .. . 0,010 0,090 0,040 
Adenosinphosphorsaure 0,005 0,063 0,064 


1) Klin. Wschr. 1927, S. 628. 
*) Biochem. Z. 202, 466; 208, 164 (1928). 
3) Diese Z. 187, 53 (1930). 
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Zusatz von Adenosinphosphorsiiure bewirkt in einer kurzen Ein- 
wirkungszeit (1 Minute) im Gegensatz zu den Lehnartzschen 
Versuchen keine oder in anderen Versuchen nur eine geringe 
Zunahme an Pyrophosphorsiure. Der Héhepunkt der Synthese 
wird erst nach 30 Minuten erreicht. Der Gehalt an Adenosin- 
phosphorsaéure fiir Skelett- und Herzmuskel ist annihernd gleich, 
wie durch die Bestimmung des Ammoniakbildungsvermégens 
gezeigt werden konnte. Fir Herz- und Skelettmuskel liegt dieser 
Wert zwischen 13—15 mg-°/). Es wirken also bei Herz- und 
Skelettmuskel ahnliche Mengen dieser Substanz auf die Lage des 
Pyrophosphorséurewechsels ein. DaB die GréBe des Pyrophosphor- 
siureaufbaues im Herzen kleiner ist als im Skelettmuskel, erklart 
sich aus dem geringeren Gehalt des Herzmuskels an loéslichen 
Phosphorséurefraktionen, die unter Kinwirkung von Adenosin- 
phosphorsiure zum Aufbau von Pyrophosphorséiure verwendet 
werden. Ein wesentlicher Unterschied besteht in der Geschwindig- 
keit des Aufbaues. 

Kine gewisse Ahnlichkeit hiermit besitzen die Resultate von 
Katz und Long!) fir den Glykogen-Milchséurewechsel des 
Herzens. Trotzdem fiir ihre Versuchstiere (Katzen) der Gehalt 
der Herz- und Skelettmuskulatur an Glykogen fast gleich war, 
trat bei Ermiidung, in der Warme- und Coffeinstarre im Herz- 
muskel stets bedeutend weniger Milchsiure auf. Es scheint, dab 
im Herzen die Umsetzung der chemischen Energie sparsamer, 
jedenfalls langsamer erfolgt als im Skelettmuskel. 

Dagegen wies Embden?) darauf hin, da8 der Herzmuskel 
gegeniiber dem Skelettmuskel bei allen untersuchten Tierarten 
reicher an Lipoidphosphorséure ist. Er bringt diesen Befund 
mit der Higenschaft des Herzens in Zusammenhang, zu gréBeren 
Dauerleistungen befaihigt zu sein. 

Vielleicht spiegelt sich in obigen Befunden iber das Verhalten 
des mit der Energielieferung verkniipften Phosphorsiurewechsels 
eine andere Eigenschaft des Herzmuskels wieder. Trotz erheblicher, 
zeitweiliger Steigerungen der Beanspruchung des Herzens ist doch 
der Spielraum zwischen minimaler und maximaler Leistung nicht 
so groB, wie beim Skelettmuskel mit seinen plétzlichen Uber- 
gangen von fast absoluter Ruhe bis zur héchsten Leistung. Der 
Gehalt an Tatigkeitssubstanzen, deren Wechsel in engstem Zu- 


1) Proc. of the roy. soc. London Ser. B. 99, 8 (1925). 
*) Handbuch der normalen und patholog. Physiologie Bd. VIII, 1. Teil. 
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sammenhang mit den einzelnen Verkiirzungsvorgangen steht, ist 
kleiner oder gréBer, ibr Auf- und Abbau erfolgt langsamer oder 
schneller bei Herz- und Skelettmuskel. 


Zusammenfassung. 


1. Trotz einiger quantitativer Abweichungen finden sich im 
Herzen und im Skelettmuskel dieselben alterungsartigen Vorginge; 
vor allem kann in PreBsaftversuchen die gleiche ionale Beeinflussung 
der Alterung nachgewiesen werden, wie in einer friiheren Arbeit 
fiir den Skelettmuskel. 

2. Der wesentliche Unterschied zwischen Herz- und Skelett- 
muskel liegt in dem langsameren Eintritt der Alterung. 

3. In PreSsaftversuchen wird gezeigt, daB der PreBsaft aus 
Herzmuskulatur viel weniger empfindlich gegen Alkalisierung ist 
als der PreBsaft aus Skelettmuskeln; nach Embden miiBte man 
den Herzmuskel als ermiidungsferner bezeichnen als den Skelett- 
muskel. 

4. Die Pufferung von Prefsiften aus Herz- und Skelett- 
muskel ist gleich. 

5. Aus dem Gehalt der PreBsifte an Milchsiure kann der 
Verlauf der Alterung nicht erklairt werden. 

6. Die Bildung von Phosphokreatin auf Zusatz von NaHCO, 
erfolgt nur langsam und in geringem Umfang. 

7. Auf Zusatz von Adenosinphosphorséure in alkalischer 
Lésung findet ebenso wie im Skelettmuskel eine Synthese von 
Pyrophosphorsaéure statt, die aber erst nach langeren Zeiten ihr 
Maximum erreicht. 


Herrn Professor Sachs bin ich fir die Uberlassung einer 
Buchnerschen Presse und Herrn Privatdozent E. Lebnartz 
von Adenosinphosphorséure zu groBem Danke verpflichtet. 
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Uber ein neues Isomeres des Ergosterins, das Ergosterin G. 
Von 


Ziro Nakamiya. 





(Aus dem Allgemeinen Chem. Universitaéts-Laboratorium Géttingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 29. Oktober 1931.) 


In einer Arbeit ,,Weitere Untersuchungen iiber die Isomeri- 
sierung des Ergosterins und seiner Derivate‘’ haben Windaus, 
Dithmar, Murke und Suckfill') die Methoden zusammen- 
gestellt, die zur Isomerisierung des Ergosterins Verwendung 
gefunden haben. Von den dabei entstehenden Isomeren sind 
Ergosterin B, und B,, Ergosterin D, Vitamin D, und D,, Supra- 
sterin I und II und u-Ergosterin, sowie einige Epiderivate, reine 
einheitliche Stoffe; auch Ergosterin B, und Ergosterin F sind 
wahrscheinlich chemische Individuen. Ob aber Ergosterin E eine 
einheitliche Verbindung ist, erscheint sehr zweifelhaft. Auch das 
Isomere, das Stoll kirzlich durch Wasseranlagerung an Ergo- 
tetraen B bereitet hat”), ist mdglicherweise ein Gemisch. Ergo- 
sterin C, das neben den Isomeren B beim Erhitzen des Ergosterins 
mit Benzoylchlorid entsteht, ist noch nicht geniigend charakteri- 
siert worden und nur dadurch nachgewiesen, daB es schwiacher 
negativ dreht als Ergosterin A und B,—B,. Die Reindarstellung 
der verschiedenen Isomeren ist sehr miihsam, weil sie Misch- 
krystalle oder auch lockere Additionsverbindungen miteinander 
bilden kénnen. 

Ich selbst itibernahm die Aufgabe, das Ergosterin F erneut zu 
untersuchen. Das Ergosterin F entsteht, wenn man Ergosterin mit 
Mercuriacetat dehydriert und das gebildete Dehydroergosterin mit 
Natrium und Athylalkohol hydriert.2) Das Ergosterin F schmilzt 
bei 151—152°, sein Acetylderivat bei 152—153° und zeigt fiir [a]p 
den Wert — 23,5° in Chloroformlésung. Es enthalt, wie die 
Titration mit Benzopersiiure beweist, 8 Doppelbindungen; das 
Phenylurethan schmilzt bei 167°, [a], = — 18,4°. Das Acetyl- 


1) Liebigs Ann. 488, 91 (1931). Dort auch Literaturzusammenstellung 
iiber die verschiedenen isomeren Ergosterine. 

2) Diese Z. 202, 232 (1931). 

3) Windaus, Auhagen, Bergmann u. Butte, Liebigs Ann. 477, 
272 (1930). 
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derivat und das Phenylurethan liefern bei der Verseifung ein 
Ergosterin F zuriick, das denselben Schmelzpunkt zeigt wie das 
Ausgangsmaterial. Bei der Hydrierung mit Natrium und Propyl- 
alkohol entsteht ein als Dihydroergosterin II bezeichneter Stoff, 
dessen Einheitlichkeit zweifelhaft erscheint. 


Um zu priifen, ob das Ergosterin F rein sei, habe ich sein 
Verhalten gegeniber Maleinséureanhydrid untersucht. Selbst bei 
100° verbindet sich das Ergosterin F sehr langsam mit Maleinsaure- 
anhydrid. Ich bin darum so verfahren, da ich 2 g Ergosterin-F- 
acetat mit 1g Maleinséureanhydrid und 6cem Xylol in einer 
Druckflasche 6 Stunden auf 135° erhitzt habe. Die Aufarbeitung 
geschah nach der von Windaus und Liittringhaus!) be- 
schriebenen Methode. 87°/) des Ergosteryl-F-acetats hatten sich 
nach 6 Stunden mit dem Maleinsiéureanhydrid verbunden, 63°/, 
waren nicht in Reaktion getreten. Das Additionsprodukt konnte 
noch nicht in krystallisiertem Zustande erhalten werden; der 
neutrale Anteil, der sich nicht mit Maleinsiureanhydrid verbunden 
hatte, wurde acetyliert und mehrfach aus Ather-Methylalkohol 
umkrystallisiert. Er schmolz dann bei 151° und zeigte fir [a], 
die Drehung — 25,8° Er gab mit Ergosteryl-F-acetat keine 
Schmelzpunktserniederung und war héchstwahrscheinlich un- 
verindertes Ausgangsmaterial. Dieser Versuch spricht sehr dafiir, 
daB Ergosterin F ein einheitlicher Stoff ist. 

Wie in der oben erwahnten Arbeit®) nachgewiesen worden ist, 
gehen Ergosterin A, B,, B, und D, wenn sie unter besonderen 
VorsichtsmaBregeln mit Chlorwasserstoffgas behandelt werden, in 
Ergosterin B, iiber, das sich durch seine Fahigkeit, leicht Malein- 
siureanhydrid zu addieren, von den anderen Isomeren unter- 
scheidet. Um zu prifen, ob Ergosterin F bei entsprechender Be- 
handlung ebenfalls Ergosterin B, liefert, habe ich den folgenden 
Versuch angesetzt: 7 

In eine Lésung von 1 g Ergostery]-l’-acetat in 20 eem Chloro- 
form wurde bei 0° 4 Stunden lang trocknes Chlorwasserstoffgas 
eingeleitet, dann wurde die Chloroformlésung mehrmals mit ver- 
diinnter Bicarbonatlésung gewaschen, getrocknet und eingedampft. 
Der krystallinische Riickstand wurde aus Ather-Methylalkohol 
umkrystallisiert und so in Krystallen erhalten, die unscharf 
zwischen 140—150° schmolzen und fiir [a]p den Wert — 89,5° 
ergaben. Wie schon der unscharfe Schmelzpunkt beweist, ist das 


1) Ber. chem. Ges. 64, 850 (1931). 7) Liebigs Ann. 488, 91 (1931). 
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Material nicht einheitlich. Durch systematisches Umkrystallisieren 
lieB sich das Gemenge in eine schwer ldsliche und eine leichter 
lésliche Fraktion zerlegen. Der in der Fraktion I als Acetat vor- 
handene Stoff soll als Ergosterin G bezeichnet werden, die 
Fraktion II, die ein Gemisch verschiedener Isomeren enthilt, 
soll keinen besonderen Namen erhalten. 

Das Ergosteryl-G-acetat wurde mehrmals aus Ather- 
Methylalkohol umkrystallisiert und schlieBlich in silberglinzenden 
Nadeln erhalten, die bei 182° schmolzen. 


Optische Drehung: 
9,6 mg Substanz, 2 ccm Chloroform, 1=1dm, « = — 0,30, [ai = 
— 62,5°, 
5,009, 4,638, 4,890 mg Substanz gaben 15,070, 14,000, 14,720 mg CO, 
und 4,75, 4,41, 4,62 mg H,O. 


C59H4,0, Ber. C 82,07 °/, H 10,40 °/, 
Gef. ,, 82,00, 82,35, 82,14°/, ,, 10,61, 10,64, 10,57 °/, 


| 


Absorptionsmessung : 

5,0 mg Substanz, 25 ccm abst. Benzin zeigte keine Absorption ober- 
halb 224 mu. 

Die Titration mit Benzopersiure beweist das Vorhandensein von drei 
Doppelbindungen. 24,9, 32,3 mg Substanz verbrauchten in 24, 48 Stunden 
2,8 bzw. 3,44 mg Sauerstoff, was 2,98 bzw. 2,82 Atomen Sauerstoff entspricht. 

Mit Maleinséureanhydrid verbindet sich das Ergosteryl-G- 
acetat beim 4stiindigen Erwirmen auf dem Wasserbad nicht. 

Das Ergosteryl-G-acetat wurde durch Istiindiges Erwarmen 
mit 10°/,iger methylalkoholischer Kalilauge verseift. Das mit Wasser 
ausgefallte Ergosterin G wurde wiederholt aus Ather-Methylalkoho! 
umkrystallisiert und so in Blattchen erhalten, die bei 149—150° 


schmolzen. 
Optisches Drehungsvermégen: 


4,6 mg Substanz, 2 ccm Chloroform, 1/=1l1dm. « = — 0,12, [a}}?”= 
—- §2,2°, 

Nach den Ergebnissen der Elementaranalyse krystallisiert das 
Ergosterin G mit 1 Mol. Wasser oder Methylalkohol, das nur sehr 
schwer zu entfernen ist. 


5,200 mg Substanz gaben 15,510 mg CO, und 5,22 mg H,0. 


C,,H,,0-H,0 Ber. C 81,00%/, H 11,00, 
C,,H,,0-CH,OH ” ” 81,16 ” 11,11 
Gef. ,, 81,35 » as 


Beim Acetylieren liefert das Ergosterin G das sch6én krystalli- 
sierte Acetat vom Schmelzp. 182° zuriick. 
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Durch Behandeln mit Natrium und Propylalkohol wird es 
nicht hydriert. Bei der katalytischen Hydrierung lhefert es wahr- 
scheinlich £-Ergostenol bzw. allo-«-Ergostanol. 

Im Gegensatz zu den meisten anderen Isomeren des Ergosterins 
zeigt das Ergosterin G keine Absorption iiber 240 mu. Es ist darum 
sehr unwahrscheinlich, daB es konjugierte Doppelbindungen ent- 
halt; vielmehr wird es ebenso wie die Suprasterine I und II isolierte 
Doppelbindungen besitzen. 

Die nach Abscheidung des Ergosteryl-G-acetats verbleibende 
Fraktion II (vgl. oben) gab beim Eindampfen ein leichter lésliches 
Material, das zwischen 125—140° schmolz und fiir [@],, bei — 104,7° 
drehte. Dieses Gemenge war sicher noch nicht frei von Ergosterin-G- 
acetat, auBerdem schien es nach seiner hohen negativen Drehung 
Ergosteryl-B,-acetat zu enthalten. Um dies zu priifen, habe ich 
0,9¢g der Fraktion II mit 0,7g Maleinsiureanhydrid und 4¢ 
Benzol 41/, Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. Hierbei addierte 
sich mehr als die Halfte des Materials an Maleinséureanhydrid, und 
bei der Aufarbeitung gewann ich eine krystallisierte Ergosterin- 
maleinsiiure, die vielleicht mit der Ergosterin-B,-maleinsdure 
identisch ist. In dem neutralen Anteil waren verschiedene isomere 
Ergosterine, wahrscheinlich Ergosterin B,, B, und G, vorhanden. 

Der Umstand, daB das aus Ergosteryl-F-acetat mit Chlor- 
wasserstoff entstehende Rohmaterial Bestandteile enthalt, die 
leicht mit Maleinsiureanhydrid reagieren, erméglicht es, das 
gegeniiber Maleinséureanhydrid indifferente Ergosterin G leichter 
in reinem Zustande zu bereiten.') Das so erhaltene Ergosterin G 
und sein Acetat besitzen dieselben physikalischen Konstanten, die 
bei den nur durch Umkrystallisieren gereinigten Verbindungen 
gefunden worden sind. 


Zusammenfassung. 

1. Eine neue Untersuchung hat ergeben, daB Ergosterin F 
wahrscheinlich ein chemisches Individuum ist. 

2. Bei der Behandlung von Ergosterin F mit Chlorwasserstoff 
entsteht neben anderen Isomeren das Ergosterin G, das im Gegen- 
satz zu Ergosterin A, B,—B, und D wahrscheinlich keine kon- 
jugierten Doppelbindungen enthilt. 


Es sei mir gestattet, Herrn Professor A. Windaus fiir die 
Leitung der vorliegenden Untersuchung meinen Dank auszusprechen. 


1) Man verfahrt, wie es fiir die Isolierung des Ergosterins B, beschrieben 
ist. Liebigs Ann. 488, 100 (1931). 
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Uber die basischen Extraktivstoffe des Octopodenmuskels. 
Von 
Toshinori Iseki, 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Akademie Nagasaki.) 
(Der Redaktion zugegangen am 3. November 1931.) 


Das physiologisch hochwichtige Problem, die chemische 
Natur der Extraktivstoffe des Muskels zu kliren, ist seit langem 
das Ziel eingehender Untersuchungen zahlreicher verschiedener 
Forscher. 

Zu den wichtigsten stickstoffhaltigen Bestandteilen des 
Séugetiermuskels zahlen wir zurzeit das Kreatin, das Carnosin, 
das Carnitin, das Methylguanidin und die Purinbasen. In letzter 
Zeit sind neue Bestandteile der Vogel- und Muschelmuskulatur 
bekannt geworden. Es handelt sich um das Anserin, einen dem 
Carnosin nahe verwandten Stoff, und das Arcain, deren Konsti- 
tutionsformeln von Kutscher, Ackermann, Linneweh und 
ihren Mitarbeitern’) festgestellt werden konnten. Im Fisch- und 
Octopodenmuskel, allgemein bei niederen Wirbeltieren, Selachiern 
und Cyclostomen und bei Wirbellosen, wurde das Betain nach- 
gewlesen. 

Die Octopoden nehmen ja auch durch die Form ihrer Stick- 
stoffausscheidung eine Sonderstellung insofern ein, als nicht 
Harnstoff, sondern Ammoniak und Purinkérper die Haupttriger 
des Stickstoffes in ihrem Harn sind.*) Nach Henze?) fehlt dem 
Muskel dieses Tieres die Fleischmilchsiure ganz, dagegen wurden 
geringe Mengen Girungsmilchsiure gefunden. Danach konnte 
man vermuten, daB sich auch unter den basischen Extraktivstoffen 
der Octopodenmuskeln andere Substanzen nicht nur in konsti- 
tutionellen, sondern auch in sterischen Beziehungen finden lieBen 
als bei den Wirbeltieren. Mit dem Studium der EiweiBkérper 
und der Extraktivstoffe des Octopodenmuskels hat sich Mori- 
zawa*) in gewisser Richtung beschaftigt. Er hat eime neue Sub- 
stanz aus der Argininfraktion abgetrennt und sie ,,Octopin“ 
genannt. Seiner Angabe nach hat der Korper die Formel CyH,,.N,0,, 


1) Diese Z. 183, 11 (1929); 199, 277 (1931). 

2) O. Firth, Diese Z. 31, 353 (1900). 

3) Diese Z. 48, 477 (1905). 

4) Acta scholae medicinalis Kioto 9, 285 (1927). 
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dessen Pikrat, lange gelbe Nadeln, ohne Krystallwasser hat. 
Schmelzp. 225°. 

Es war meine Absicht, neben einigen quantitativen Unter- 
suchungen in vorliegender Studie speziell den basischen, also den 
mit Phosphorwolframsiaure fallbaren Anteilen der Extraktivstoffe 
meine Aufmerksamkeit zu schenken. Aus der Argininfraktion 
konnte ich eine stark basische Verbindung C,H,,N, als Pikrat 
erhalten. Nach der Formel, sowie nach seinen Ejigenschaften 
kann es sich um ein methyliertes Agmatin handeln. Andererseits 
wurde eine neue basische Substanz aus der Lysinfraktion ab- 
getrennt. ‘Den beiden Verbindungen begegneten wir zum ersten- 
mal in der Muskulatur von Octopoden. 


Experimentelle Belege. 


Als mein Ausgangsmaterial benutzte ich 32 kg Octopusmuskel, 
welcher mit 128 Liter Wasser bei 70°C extrahiert wurde. Nach 
der Hitzekoagulation wurden die Ausziige mit Bleiessig gefiallt, 
das Filtrat wurde nach dem Entbleien mit Phosphorwolframsiure 
gefallt und aus der Phosphorwolframsaurefillung auf bekannte 
Weise die kohlensauren Basen hergestellt. Es entstand hierbei 
ein diinner, brauner Sirup, der in salpetersaurer Lésung mit Silber- 
nitrat gefaillt wurde. Aus dem Filtrat der so entstandenen waB- 
rigen Purinbasenfraktion wurde nach der Kossel-Kutscher- 
schen Methode, also mit Silber—Barytverfahren, die Histidin- und 
Argininfraktion dargestellt. Das Filtrat der Silber—Barytfallung 
wurde nach Entfernung des Silbers wieder mit Phosphorwolfram- 
siiure gefallt, es hat zur Aufteilung der nun folgenden Lysinfraktion 
gedient. 

Histidinfraktion. 

In dieser Fraktion wurde das Carnosin vergeblich gesucht. 
Da die Menge der Basen reichlich war, so muBten in dieser Fraktion 
andere Imidazolderivate sich finden; gleichwohl sind alle Be- 
miihungen, hier zu einem krystallinischen Korper zu kommen, 
bisher erfolglos gewesen. 


Argininfraktion. 

Die Silberverbindungen dieser Fraktion behandelte ich, 
nachdem sie mit verdiinnter Schwefelsiure verrihrt waren, in 
der Wirme mit Schwefelwasserstoff, beseitigte aus dem Filtrat 
des so entstandenen Schwefelsilbers den Schwefelwasserstoff durch 
Abdunsten und die Schwefelsiure mit Baryt. Nachdem der iiber- 
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schiissige Baryt mit Kohlensiure ausgefallt war, wurde das Filtrat 
auf 150 ccm eingeengt und mit alkoholischer Pikrinsiurelésung 
versetzt. Nach einigen Tagen schieden sich daraus 14,0 g Krystalle 
aus, welche nach Umkrystallisieren aus heiBem Wasser bei 215° 
schmolzen. Das Filtrat wurde weiter eingeengt, worauf eine zweite 
Krystallisation erfolgte. Ausbeute 5,7 g. Diese letztere Verbindung 
ist in kaltem Wasser sehr schwer, in heiBem Wasser auch nur wenig 
léslich ; in Alkohol und Ather lést sie sich nicht. Ninhydrinreaktion 
fallt stark positiv aus. Sie zeigte Sakaguchische Argininreaktion.) 
Anhydridreaktion mit Pikrinsiéure und Soda ist negativ. Diese 
Substanz schmilzt bei 235—238° (unkorr.). Zur Analyse wurde 
das Pikrat mehrmals mit siedendem Wasser umkrystallisiert. 

0,1220 g Substanz gaben 0,1632 g CO, und 0,0432 g H,0. 

0,1296 g - » 25,2 cem N (11,5°, 765 mm). 

Fir C,H,,N,:2C,H,;N,0, (Methylagmatin-dipikrat) 

Ber. C 35,869/, H 3,689/, N 23,25°/, 
Gef. ,, 36,56 9 3,96 »» 23,18 

Die Resultate der Analyse dieses Kérpers stimmen also bei- 
nahe mit denen des Methylagmatins iiberein. Wahrend es bei den 
bisherigen neueren Untersuchungen der Avertebraten meist gelang, 
statt des fehlenden Kreatinins bzw. des Kreatins Arginin baw. 
Agmatin nachzuweisen, ist bei Octopoden das Kreatinin bzw. das 
Kreatin nicht durch Arginin oder Agmatin, sondern durch die hier 
erhaltene Substanz ersetzt. Da die Neigung des Kaltbliiters zur 
Methylierung manchmal deutlich zum Ausdruck kommt, so diirfte 
dieser K6rper in die Reihe des methylierten Agmatins zu verweisen 
sein, wenn wir auch weitere Vermutungen iiber seine Konstitution 
bis zur Ermittelung neuer Tatsachen unterlassen méchten. 


Lysinfraktion. 

Das Filtrat der Argininfraktion wurde nach Beseitigung des 
Silbers und erneuter Fallung mit Phosphorwolframsiéure in eine 
Lésung der kohlensauren Basen iibergefiihrt. Diese Fraktion 
stellte einen sehr reichlichen Sirup dar. Er krystallisierte sehr 
bald und nach Absaugen der Krystalle und erneutem Einengen 
schieden sich nochmals die gleichen Krystalle aus. Dieses Ver- 
fahren wurde wiederholt und der Erfolg war, daB zusammen 
68g fast reines Betain zur Abscheidung kam. Die Krystalle 





1) Fur die groBe Freundlichkeit bei der Ausfiihrung dieser Probe spreche 
ich Herrn Prof. Kakiuchi und Herrn Dr. Sakaguchi meinen ergebensten 
Dank aus. 
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wurden aus absolutem Alkohol umkrystallisiert, bei 80° C getrocknet 
und analysiert. 
Fiir C,H,,NO, Ber. C 51,289, H 9,40% N 11,96°/, 
Gef. ,, 51,16 » 9,54 », 12,10 
Die Mutterlauge des freien Betains wurde eingeengt, mit 
Salzsiure angesduert und soviel absoluter Alkohol zugefiigt, bis 
sie eine krystallinische Masse des Betainchlorids lieferte, die nach 
dem Umkrystallisieren bei 288—239° C schmolzen. Ausbeute 4,18 ¢. 
Fir C,H,,NO,-HCl Ber. HCl 23,77%/, Gef. HCl 23,73°/, 
Das Filtrat des Betainchlorids fallte ich jetzt mit alkoholischer 
Sublimatlésung véllig aus, saugte am anderen Tage die reich- 
lichen Krystalle ab, wusch mit wenig Alkohol. Sie wogen 24,25 g 
und erwiesen sich nach der Uberfiihrung in das Chlorid, aus dem 
ich dann das Platinat darstellte, ebenfalls als Betain. 
Fir (CsH,,NO,).*H,PtCl, Ber. Pt 30,27°/, Gef. Pt 29,89°/, 


Das Salz schmolz bei 243°C, was fiir Betainchloroplatinat 
angegeben wird. 

Nachdem so das Betain nach Moéglichkeit beseitigt war, 
wurde erst jetzt die basische Flissigkeit mit Natriumwismutjodid 
gefallt. Das Filtrat wurde dann mit frisch gefilltem Bleihydroxyd 
zerrieben und die abfiltrierte Fliissigkeit mit Schwefelwasserstoff 
behandelt. Das von Schwefelblei befreite Filtrat wurde eingeengt 
und mit Phosphorwolframsaure in 5°/,iger Schwefelsdure gefallt. 
Die auf bekannte Weise regenerierte Basenfliissigkeit wurde zum 
Sirup eingeengt, mit Salzsiure genau neutralisiert und dann mit 
Alkohol extrahiert. Den Alkoholauszug fallte ich mit 10°/jiger 
Platinchloridchlorwasserstoffsiure, worauf ein in heiBem Wasser 
leicht und in Alkohol kaum losliches Platinsalz erschien. Nach 
dem Absaugen und Umkrystallisieren bildete sich an der Ober- 
fliche der Fiiissigkeit ein Hautchen, von dem ein dichter Wald 
feiner Nadeln oder Prismen in die Fliissigkeit hinabhing; nach 
dem Absaugen und Austrocknen zeigte sich, daB diese Krystalle 
scharf bei 187°C zu einer roten Fliissigkeit schmelzen. 


0,1317 g Substanz gaben 0,1626 g CO, und 0,0417 g H,0. 
0,1309 g i» » 84ccm N (32,5°, 756 mm). 
0,2640 g " »  0,0534 ¢ Pt. 
Fiir C,,H;,N,0,-H,PtCl, 
Ber. C 33,52°/, H 3,75°/, N 7,24°/, Pt 20,20°/, 
Gef. ,, 33,67 », 3,04 », 6,79 »» 20,22 


Mit der Konstitutionsermittelung dieser Verbindung bin ich 
jetzt beschaftigt. 
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Die Konstitution des Scymnols. 
Von 


R. Tschesche. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitatslaboratorium Géttingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. November 1931). 


In der Galle der Haifische ist eine Gallensiure aufgefunden 
worden, die sich von den typischen Gallensiuren der héheren 
Wirbeltiere deutlich unterscheidet. Die von O. Hammarsten’) 
isolierte Scymnol-Schwefelsiure stellt einen sauren Ester der 
Schwefelsiure mit einem hochmolekularen Alkohol dar. Bei der 
energischen Verseifung zerfallt sie in Seymnol und Schwefelsiure. 
Die Gallenséuren der Saugetiere, Vogel und Knochenfische geben 
dagegen bei der gleichen Behandlung Glykokoll oder Taurin und 
spezifische Gallensiuren, die Oxyderivate der Cholansaure C,,H,)0., 
sind. Fir das Scymnol wurde von Hammarsten die Zusammen- 
setzung C,,H,,0; ermittelt, die von Windaus, Bergmann und 
K6nig?) bestiétigt werden konnte. Bei der Behandlung mit Essig- 
sdureanhydrid liefert es ein Tetraacetylderivat und bei der Oxy- 
dation mit Chromtrioxyd eine Triketomonocarbonséure C,,H Og. 
Seymnol ist also wahrscheinlich ein gesiéttigter Alkohol, der eine 
primére und drei sekundire Hydroxylgruppen enthalt. Das fiinfte 
Sauerstoffatom scheint oxydartig gebunden zu sein, eine Auf- 
fassung, die in der Auffindung eines HCl-Anlagerungsproduktes 
eine Stiitze findet. 

Untersuchungen des G6ttinger Institutes hatten das Ziel, 
Beziehungen zwischen Gallensiuren und Sterinen aufzufinden. 
Windaus und Neukirchen’) war es gelungen, durch Oxydation 
des Koprostans zur Cholansiure zu gelangen. Dabei wurde die 
Isopropylgruppe der Seitenkette als Aceton abgespalten. Kiirzlich 
ist es A. Butenandt*) im hiesigen Institut gegliickt, auch das 
Pregnandiol aus Schwangerenharn mit der Cholansiure in Be- 





1) O. Hammarsten, Diese Z. 24, 323 (1898). 

2) A. Windaus, W. Bergmann u. G. Kénig, Diese Z. 189, 148 (1930). 
3) A. Windaus u. K. Neukirchen, Ber. chem. Ges. 52, 1915 (1919). 
4) A. Butenandt, Ber. chem. Ges. 64, 2529 (1931). 
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ziehung zu setzen. Windaus vermutete, daB auch das Scymnol 
ein Verwandter der Sterine sein kénnte. Der Versuch, das Scymnol 
in einen gesattigten Kohlenwasserstoff der Sterinreihe wber- 
zufiihren, gelang zwar mit Jodwasserstoff und Phosphor, die 
mangelnde Krystallisationsfaihigkeit des erhaltenen Kohlenwasser- 
stoffs hatte aber einen Vergleich mit Cholestan oder Koprostan 
verhindert. Wahrscheinlich war ein Gemisch isomerer Kohlen- 
wasserstoffe erhalten worden. Es blieb noch die Méglichkeit, 
durch oxydativen Abbau zu Derivaten der Gallensiurereihe zu 
kommen, um so den vermuteten Zusammenhang zu beweisen. 

Dieser. Weg schien anfangs nicht sehr aussichtsreich, da die 
Abspaltung der Isopropylgruppe aus Koprostan nicht leicht erfolgt. 
Die Feststellung, da8 der Oxydring im Seymnol durch starke 
Saéuren zu 6ffnen ist, fahrte zur Uberwindung dieser Schwierig- 
keit. In dem HCl-Anlagerungsprodukt des Scymnols ist das Chlor 
nicht als Ion vorhanden, es kann also kein Oxoniumsalz vorliegen. 
Ebenso verhalt sich die Triketosiure von Windaus, Bergmann 
und Kénig. Bemerkenswerterweise lieferte ihr HCl-Anlagerungs- 
produkt bei der Oxydation mit Chromtrioxyd eine chlorfreie 
Saure, die sich als eine Triketomonocarbonséure mit 24 Kohlen- 
stoffatomen erwies. Es werden also 8 Kohlenstoffatome ab- 
gespalten. Die neue Saure scheint ein Isomeres der Dehydrochol- 
siureC,,H,,0, zu sein. Die beiden Saiuren verhalten sich auBer- 
ordentlich ahnlich, ein Vergleich der Schmelzpunkte zeigt aber, 
daB sie wahrscheinlich verschieden sind. 


Dehydrocholehure ............. Schmelzp. 236°, 
ee ere ae ee ee Schmelzp. 241—242°, 
Methylester-trioxim ........... Schmelzp. 265—266°. 
Neue Triketosiure ........... Schmelzp. 220°, 
ee ea ee ae Schmelzp. 232—233°, 
Methylester-trioxim ........... Schmelzp. 234—235°, 


Eine Entscheidung tiber einen Zusammenhang mit der Cholan- 
siure lieB sich durch die Reduktion nach Clemmensen erreichen. 
Diese Reaktion fiihrte zu einer Diketo-monocarbonsiaure, die sich 
in allen Eigenschaften mit der 7,12-Diketocholanséure identisch 
erwies. Diese Séure ist schon von H. Wieland?) und yon 
W. Borsche*) aus Dehydrocholsdéure erhalten worden.*) 


1) H. Wieland u. E. Boersch, Diese Z. 106, 194 (1919). 

2) W. Borsche, Ber. chem. Ges. 52, 1363 (1919). 

3) Herrn Geheimrat Prof. Dr. Wieland und Herrn Prof. Dr. Borsche 
méchte ich auch an dieser Stelle fiir die Uberlassung von 7,12-Diketocholan- 
siure danken. 
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‘Damit ist der gesuchte Zusammenhang des Scymnols mit der 
Gallenséurereihe gefunden und gleichzeitig auch die 7- und 
12-Stellung zweier Hydroxylgruppen festgelegt. Die drei ab- 
gespaltenen Kohlenstoffatome miissen an der gleichen Stelle an- 
greifen, an der die Carboxylgruppe in der Cholansiiure steht. Sie 
miissen weiter so angeordnet sein, daB sowohl der Oxydring wie 
auch die primaire Hydroxylgruppe des Scymnols untergebracht 
werden kénnen. Es ist mit gréSter Wahrscheinlichkeit anzunehmen, 
daB die Anordnung die gleiche sein wird wie im Cholesterin. Die 
leichte Offnung des Oxydringes scheint fiir einen Athylenoxydring 
zu sprechen, und Windaus, Bergmann und Kénig!) haben 
gefunden, daB das HCl-Anlagerungsprodukt des Scymnols mit 
Kalilauge auch wieder den Alkohol zuriickliefert. So ergeben 
sich folgende Formulierungen: 


C.3H3905 —CH,—C ici ai GH, Cy3H 3,0, | —Ch—C_cH, 
> afl ~se 
| & | y | 
I 21 H,COH I 21 CH,OH 


Hiermit stimmen auch die gefundenen experimentellen Er- 
gebnisse gut tiberein. Auf der Suche nach einem chlorhaltigen 
Spaltprodukt wurde Chlor nur als Chlorion in den Oxydations- 
laugen gefunden. Das Chlor dirfte bei der HCl-Anlagerung an 
das tertiire C-Atom 25 treten, dann machen obige Formeln auch 
das Fehlen eines chlorhaltigen Spaltproduktes verstindlich. Bei 
der Oxydation des Scymnols mit konzentrierter Salpetersiéure, wie 
auch der Triketoséure C,,H,.0, mit sodaalkalischer Permanganat- 
lésung in der Kalte, tritt Oxalsiure auf. Ihre Bildung kann sowohl 
Formel I wie II erkléren. Andere Spaltstiicke gelang es nicht auf- 
zufinden. 

Uber die Stellung der dritten sekundiren Hydroxylgruppe 
lassen sich folgende Aussagen machen: Die Triketosiure C,,H;,0, 
ist gegen Alkali unbestaéndig. Eine der Ketogruppen muB also zur 
Carboxylgruppe oder zu einer anderen Ketogruppe so stehen, daB 
die Alkalilabilitét verstandlich erscheint. Da die Saéure mit kon- 
zentrierter H,SO, bei 100° weder CO noch CO, abspaltet, kommt 
eine Stellung in der Seitenkette der Cholansiure nicht in Frage, 
es kann somit keine «- oder f-Ketosiure vorliegen. In den Ringen IT 
oder III ist aber auch kein Platz mehr, wenn man nicht die un- 
wahrscheinliche Annahme machen will, daB ein 1,2-Diketon vor- 





1) a. a. O. 
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liegt. Gallenséuren mit Hydroxylgruppen in Ring IV sind bisher 
nicht aufgefunden worden, so bleibt demnach fiir die dritte sekun- 
dire Hydroxylgruppe nur noch Ring I iibrig. Die Stellung 3 ist 
nicht méglich, sonst muBte die Triketosiure aus Seymnol mit der 
Dehydrocholsiure identisch sein, was anscheinend nicht der Fall 
ist. Als wahrscheinlichste Annahme bleibt damit fiir die dritte 
sekundire Hydroxylgruppe die Stellung 2 oder 4 in Ring I iibrig. 
Dafiir spricht auch die leichte Reduzierbarkeit nach Clemmensen, 
denn Substituenten in Ring I haben sich als besonders leicht 
angreifbar erwiesen. Demnach kommt dem Scymnol folgendes 
Formelbild als wahrscheinlichster Ausdruck zu, unsicher bleibt 
die Stellung der Hydroxylgruppe in Ring I und die Haftstelle des 
Oxydringes an C-Atom 24 oder 26: 


OH CH, H, 


II CH, Na 
| 
H| CH, =) 3 NS « —CH,0H 


Der vermutete Zusammenhang von Scymnol und Gallen- 
siuren hat damit seine experimentelle Bestatigung erfahren. Es 
ist ein neues interessantes Zwischenprodukt der Sterin- und Gallen- 
siurereihe aufgefunden worden, das zeigt, in welcher Weise der 
Tierorganismus diesen Abbau vornehmen kann. Ich werde ver- 
suchen mit neuem Material auch die Stellung der dritten sekundiren 
Hydroxylgruppe sicherzustellen. Bis dahin moéchte ich auch die 
Deutung einer Tetracarbonséure C,.H3,0,) verschieben, die aus 
Scymnol mit konzentrierter Salpetersiure in geringer Menge 
entsteht. 


Beschreibung der Versuche. 
Methylester der Chlor-oxy-triketo-monocarbonsaure C,,H;,0,Cl. 


1 g der Triketosiure von Windaus, Bergmann und Kénig?) 
wird in 10 cem Methanol gelést, und die Losung mit gasférmiger 
Salzsiiure gesittigt. Nach einigen Stunden wird die braune Lésung 
in Wasser gegossen, und der ausgefallene Methylester abgesaugt. 
Er wird im Vakuum getrocknet und aus Aceton + Petrolather 





1) Vgl. Anmerkung 2, S. 263. 
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umkrystallisiert. Der auf Zusatz von Petrolather zur acetonischen 
Lésung ausfallende braune Anteil wird verworfen, worauf nach 
weiterem Zusatz von Petrolither der Ester in weiBen Nadeln aus- 
fallt. Er schmilzt bei 184—185° nach vorherigem Sintern bei 180°. 
Ausbeute etwa 0,6 g. Er ist leicht léslich in Methanol und Athanol, 
Aceton, Eisessig und Essigester, kaum in Petrolither. 


20,6 g Substanz, 2 com Chloroform, / = 1 dm, « =~+ 0,22°,a}® =+ 21,4° 
4,480 mg Substanz gaben 10,815 mg CO, und 3,28 mg H,0. 


3,188 mg ” - 0,198 mg Cl. 
3,740 mg am - 1,865 mg AgJ. 
CogH4,O,CL 
Ber. C 66,049/, H 8,129/, Cl 6,979/, OCH, 6,10°/, 
Gef. ,, 65,85 », 8,19 »» 6,21 » 6,59 


Der etwas zu geringe Chlorwert und der zu hohe Methoxyl- 
wert lassen darauf schlieBen, daB der Verbindung noch etwas 
Methylither beigemengt ist, der bei der Aufspaltung des Ather- 
ringes sich gebildet hat. Er konnte durch Umkrystallisieren nicht 
entfernt werden. Das Chlor konnte weder mit siedender methyl- 
alkoholischer Silbernitratlésung, noch mit Zinkstaub in Eisessig 
oder durch katalytische Hydrierung mit Platinoxyd bei Zimmer- 
temperatur herausgenommen werden. 


Methylester der Dioxy-diketo-chlor-carbonsaure C,,H,,0,Cl. 


Bei der katalytischen Hydrierung des Methylesters der Chlor- 
oxy-triketo-monocarbonsaéure mit Platinoxyd in Methanol bei 
Zimmertemperatur wird 1 Mol Wasserstoff aufgenommen. Die 
Lésung wird nach beendigter Wasserstoffaufnahme auf dem 
Wasserbade eingedampft und mit wenig Essigester versetzt. Nach 
einigem Stehen scheiden sich Krystalle ab, die aus Aceton + Petrol- 
aither umkrystallisiert werden. Nach vorherigem Sintern schmelzen 
sie bei 196°. Sie sind leicht léslich in Athanol und Methanol, etwas 
weniger in Essigester, schwer in Ather und Petrolither. Aus 
Aceton + Petrolither kommen spindelférmige, meist verkriimmte 


Krystalle. 
3,004 mg Substanz gaben 7,232 mg CO, und 2,280 mg H,0. 
3,340 mg - », 0,229 mg Cl. 
CgH,30,Cl Ber. C 65,78°/, H 8,49%/, Cl 6,949/, 


Gef. ,, 65,66 », 8,49 », 6,86 


Dioxim des Methylesters. 


Das Dioxim des Methylesters der Saéure C,,H,,O,Cl wird 
durch Erhitzen des Methylesters mit der gleichen Menge Hydroxyl- 
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amin-hydrochlorid und Natriumacetat in methanolischer Lésung 
auf dem Wasserbade erhalten. Es wird mit Wasser gefallt und aus 
wiBrigem Methanol umkrystallisiert. Es werden so zu Biischeln 
vereinigte Nadeln vom Zersetzungsp. 232° erhalten. 


3,465 mg Substanz gaben 0,151 ccm N (21°, 754 mm). 
C.,H,,0,N.Cl Ber. N 5,18°/, Gef. N 5,02°/, 


Darstellung der Saure C.,H;,0;. 
10g der Triketosiure C,,H,,0, werden in 50 ccm KEisessig 
gelést und mit 50 ccm konzentrierter Salzsiure versetzt. Nach 
15 Minuten wird die Mischung in Wasser gegossen und die aus- 
gefallene Chlor-triketo-carbonsiure abgesaugt. Sie wird in Mengen 
von 2g in je 20 ccm Eisessig gelést und mit der gleichen Menge 
Chromtrioxyd 1 Stunde auf dem Wasserbade auf 80—90° erwarmt. 
Die Reaktionslésung wird mit der doppelten Menge Wasser ver- 
setzt und ausgedithert. Die Atherschicht wird mit Wasser mehr- 
mals gewaschen und dann mit verdiinnter Natronlauge behandelt. 
Beim Ansauern der alkalischen Schicht fallt die neue Séure zuerst 
in 6ligen Massen aus, die aber beim Verreiben unter Wasser bald 
krystallin erstarren. Nach dem Trocknen wird die Saure aus Eis- 
essig + Ather oder aus Aceton + Petrolither umkrystallisiert und 
so in Nadeln vom Schmelzp. 218—220° erhalten. Sie ist leicht 
léslich in Eisessig, Aceton und heiBem Alkohol, schwer in Ather, 
Petrolither und Wasser. Ausbeute 3—4 g. 

Zur Analyse wurde die Saure bei 100° iiber P,O; im Vakuum 
getrocknet. 

3,150 mg Substanz gaben 7,900 mg CO, und 2,360 mg H,0. 

C.,H;,0, + 1H,O Ber. C 68,579, H 8,579, 
Gef, ,, 68,37 »» 8,38 

Als Aquivalentgewicht wurde 405 und 406 gefunden, wahrend 
sich 420 berechnet. 

Die Siure ist gegen Alkali unbestindig und wird besonders 
von alkoholischer Kalilauge schnell verindert. Sie laBt sich nicht 
unzersetzt destillieren. Beim Kochen mit Alkohol tritt teilweise 
Veresterung ein. 

Methylester der Saure C,,H,,0;. 

Der Methylester wird durch Behandlung der Saure mit methyl- 
alkoholischer Salzsiure gewonnen. Er krystallisiert aus Athanol 
in Nadeln, die bei 282—288° schmelzen. Er ist leicht léslich in 
Aceton und Methanol, etwas schwerer in Athanol, sehr schwer in 
Petrolather. 
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0,0266 g Substanz, 2 ccm Chloroform, J=1 dm, «=-+0,24°, «!°=+17,6° 
3,420 mg Substanz gaben 9,020 mg CO, und 2,650 mg H,0. 


3 100 mg 9 » 1,645 mg AgJ. 
C,;H,,0, Ber. C 72,11% H 8,65, OCH, 7,43°/, 
Gef. ,, 71,93 »» 8,67 <- wae 
Methylester-trioxim. 


Der Methylester wird in methylalkoholischer Lésung mit der 
gleichen Menge Hydroxylamin-hydrochlorid und Natriumacetat 
3 Stunden auf dem Wasserbade erwirmt. Das entstandene Oxim 
wird mit Wasser gefallt und aus Athanol umkrystallisiert. Glan- 
zende Blattchen, die sich unter Braunfirbung bei 234° zersetzen. 
Sie sind maBig léslich in Methanol und Athanol, schwer in Essig- 
ester. 


3,011 mg Substanz gaben 0,244 ccm N (20°, 738 mm), 
C,;H33N,0, Ber. N 9,11°9/, Gef. N 9,14%,, 


Uberfiihrung der Saure C,,H,,0, in 7,12-Diketocholansaure. 


Die Triketosiure C,,H,,0; wird in Gegenwart von amal- 
gamiertem Zink 12 Stunden mit Eisessig + Salzsiure gekocht. 
Die Reaktionslésung wird mit Ather ausgeschiittelt, der Ather 
wiederholt mit Wasser gewaschen und dann verdampft. Der 
Rickstand wird in Methanol gelést und die Lésung mit Salzsaéure 
gesittigt. Nach einer Stunde wird die Lésung in Wasser gegossen, 
die ausgefallene dlige Masse mit Ather aufgenommen und der 
Ather getrocknet. Der nach dem Abdampfen des Athers ver- 
bleibende Riickstand wird bei 0,2 mm und 220—240° destilliert. 
Es wird ein Ol erhalten, das beim Verreiben mit wenig Petrol- 
ather krystallisiert. Die Krystalle werden abgesogen und mehr- 
mals aus Methanol umkrystallisiert. Es werden so Nadeln erhalten, 
die bei 185° schmelzen. Die Ausbeute aus 2¢ betrigt 0,15 g. 
Der Schmelzpunkt fiir 7,12-Diketocholansiure-methylester wurde 
bei 186° gefunden, der Mischschmelzpunkt zeigte keine Depression. 

0,0210 g Substanz, 2 ccm Chloroform, /=1 dm, «=-+-0,16°, «2°=+-14,7°, 

0,0206 g Substanz 7,12-Diketo-cholanséure-methylester, « —-- 0,16°, 
a}? =-+ 15,5°. 

2,982 mg Substanz gaben 8,162 mg CO, und 2,470 mg H,0. 


C.;H;,0, Ber. C 74,62°/,  H 9,45%, 
Gef. ,, 74,65 »» 9,27 


7,12-Diketocholansaure. 
Die Saure wird aus dem Methylester durch Verseifung mit 
methylalkoholischer Kalilauge gewonnen. Sie wird aus Petrol- 
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ather umkrystallisiert und schmilzt, wie in der Literatur angegeben, 
bei 176°. Der Mischschmelzpunkt mit 7,12-Diketocholansiéure ergab 
keine Depression. 

3,325 mg Substanz gaben 9,040 mg CO, und 2,750 mg H,O. 


Co4Hs,0, Ber. C 74,23°%/, H 9,289, 
Gef. ,, 74,15 »» 9,26 


Methylester-dioxim. 


Das Dioxim wurde aus dem Methylester durch Erhitzen mit 
der gleichen Menge Hydroxylamin-hydrochlorid und Natrium- 
acetat in Methanol auf dem Wasserbade erhalten. Aus Methanol 
umkrystallisiert erscheint es in glinzenden Blattchen, die bei 
234—235° schmelzen. Der Schmelzpunkt des Methylester-dioxims 
der 7,12-Diketocholanséure wurde ebenfalls zu 234—235° gefunden. 
Der Mischschmelzpunkt ergab keine Depression. 


3,385 mg Substanz gaben 8,700 mg CO, und 2,850 mg H,0. 


4,832 mg i » 0,260 ccm N (21°, 754 mm). 
CysHyN.O, Ber. C 69,44°, H 9,26°/, N 6,489/, 
Gef. ,, 69,75 », 9,39 » 6,20 


Es wurden noch der Athylester und das Athylester-dioxim 
dargestellt, die beide sich mit entsprechenden Derivaten der 
7,12-Diketo-cholansiéure identisch erwiesen. Die Mischschmelz- 
punkte zeigten keine Depression. 


Darstellung der Tetracarbonsaure C,,H,,.0,o. 


1g Seymnol wird mit 10 ccm konzentrierter Salpetersiure 
(D. 1,4) 2 Stunden auf dem Sandbade zum Sieden erhitzt. Die 
Lésung wird mit Wasser verdiinnt und im Vakuum eingedampft. 
Der schmierige Riickstand wird mit Wasser verdiinnt bis eine 
bleibende Triibung entsteht. Nach 1—2 Tagen haben sich lange 
Nadeln ausgeschieden, die aus Wasser umkrystallisiert werden. 
Sie schmelzen bei 295° unter Braunfirbung. Die Saure ist leicht 
léslich in heiBem Wasser, schwer in kaltem, leicht in Aceton, 
Athanol und Methanol, kaum in Ather, Essigester und Chloroform. 
Die Ausbeute betragt 0,01 g. Zur Analyse wurde das Praparat 
bei 100° tiber P,O; im Vakuum getrocknet. 
3,428, 3,148 mg Substanz gaben 7,007, 6,445 mg CO, und 2,246, 
1,998 mg H,0. 
CosH 59019 + 1H,O Ber. C 55,909,  H 6,99%/, 
Gef. ,, 55,75 9» Wad 
», 55,84 »» 1,09 
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Als Aquivalentgewicht wurde 118 und 114 gefunden, wahrend 
) sich 118 berechnet. 

0,0346 g Substanz gaben bei 110° mit konzentrierter H,SO, 1,46 ccm CO 
(20°, 753 mm) = 1,03 Mol CO. 

Die Saure gibt kein Oxim, kein HCl-Anlagerungsprodukt und 
wird von amalgamiertem Zink und Salzsiure nicht verindert. 
An weiteren krystallisierten Produkten der Oxydation konnte 
nur Oxalséiure in gréBeren Mengen isoliert werden. 


t 
. Tetramethylester der Saure C,.H 0,9. 
l Der Methylester wird aus der Tetracarbonsiure durch Uber- 
1 giefen mit atherischer Diazomethanlosung bereitet. Er krystalli- 
S siert aus Methanol in Nadeln, die bei 179—180° schmelzen. Er 
ist leicht léslich in Essigester, Chloroform und Athanol, schwer in 
Petrolither. 
0,0208 g Substanz, 2 ccm Chloroform, | = 1 dm, «=—0,26°, «3° =—24,2°. 
3,377, 3,460, 3,271, 3,238 mg Substanz gaben 7,548, 7,752, 7,330, 7,265 mg 
CO, und 2,290, 2,330, 2,210, 2,190 mg H,0. 
0,292, 0,350 und 0,330 mg Substanz gaben in 2,897, 4,228 und 4,045 mg 
’ Kampfer 4 = 7,7°, 6,0° und 6,2°. 
. & CogH;,0,. Ber. C 61,19%/, H 7,51, 
Gef. PT 60,96 ” 7,58 
: , », 61,10 »» 1,63 
99 61,12 9 7,56 
», 61,19 » 7,66 
M ber. 510, gef. 497, 524 und 500. 
j Zerewitinoff- Bestimmung: 0,090 g Substanz gaben in Pyridin 7,3 ccm 
‘ Methan (22°, 752 mm); gef. 1,19°/, OH-Gruppen. 
Z Die Methoxylbestimmungen gaben um 1,2°/, zu _niedrige 
FF Werte, trotz sorgfaltigster Reinigung der Substanz. Diese Er- 
if scheinung ist auch schon an anderen Gallensiureestern beobachtet 
~ |) _ worden.) 
; 3,590, 3,310 mg Substanz gaben 6,285 und 5,785 mg AgJ. 
&§ Ber. 24,31°/, OCH,  Gef. 23,11 und 23,10°/, OCH,. 











1) H. Wieland u. O. Schlichting, Diese Z. 128, 232 (1922). 

















Embryochemische Untersuchungen 
mittels der Injektionsmethode. °) 


V. Wher das Verhalten des Glykogens im bebriiteten Htihnerei 
bei der Zuckerinjektion. 
Von 


Eisei Kataoka. 


(Aus dem Physiologischen Institut der medizinischen Akademie Nagasaki.) 
(Der Redaktion zugegangen am 3. November 1931.) 


Lange Zeit standen sich in bezug auf den Modus der Bildung 
des Glykogens verschiedene Anschauungen unvermittelt gegeniiber. 
Als unzweifelhafte Glykogenbildner haben sich, neben der Glucose, 
die naturgemiB im Mittelpunkte des ganzen Kohlehydratproblems 
steht, zunichst 2 Hexosen ergeben, die in ihrer sterischen Kon- 
figuration der Glucose nahestehen, néimlich die Fructose und die 
Galaktose. Bei vielen anderen Hexosen, wie z. B. der Mannose, 
der Sorbose und der Chitose, erscheint ihre Befaihigung zur Glykogen- 
bildung zum mindesten zweifelhaft. In bezug auf das glykogen- 
bildende Vermégen der Pentosen lauten die Angaben recht wider- 
sprechend. Das dem Traubenzucker in sterischer Hinsicht so 
nahestehende Glucosamin darf auch nicht den Glykogenbildnern 
zugezahlt werden. 

Um einen Beitrag zu dieser strittigen Frage zu liefern, habe 
ich auf Veranlassung von Herrn Prof. Tomita seine Injektions- 
methode angewandt und den EinfluB verfolgt, den eine Zugabe 
von verschiedenen Zuckern zum Weifei auf die Bildung von Gly- 
kogen bei der Bebriitung des Hiihnereies ausiibt: 

In das spitze Ende des frischen Hihnereies wird ein ganz 
kleines Loch gebohrt und eine gemessene Menge der zur Verfiigung 
stehenden Substanzen eingespritzt. Nach bestimmten Fristen 
sprengt man die Kischale und prift die Kientwicklung. Um das 
Glykogen zu isolieren, wurde zunachst der Gesamtinhalt des Eies 
mit 200 cem Alkohol durchgeriihrt, am nichsten Tage abgesaugt, 
dann mit absolutem Alkohol und Ather gewaschen. Die weiBe 
getrocknete Masse wurde darauf mit 30 ccm 60°/jiger Kalilauge 
2 Stunden lang gekocht und weiter nach Angabe von Pfliger 





1) 1. Mitteilung, Diese Z. 184, 272 (1929); 2. Mitteilung, Diese Z. 187, 
207 (1930); 3. Mitteilung, Diese Z. 187, 210 (1930); 4. Mitteilung, Diese Z. 188, 
124 (1930). 
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auf Glykogen verarbeitet. Die durch Siurehydrolyse abgespaltene 
Glucose wurde nach Bertrand ermittelt. 

Zu den Versuchen verwendete ich 1 Ei und fiir jede Versuchs- 
relhe wurden 8 Versuche unternommen. Die einzelnen Versuchs- 
resultate stimmten ziemlich gut iiberein und man kann daraus 
ohne Zwang Mittelwerte ziehen. Jedesmal muBte dabei ein 
Kontrollversuch ausgefiihrt werden, da der Glykogengehalt in 
hohem Ma8e von der AuBentemperatur abhingt. 


Experimentelles. 
1. Versuchsreihe. 


Um zu klairen, wie der Glykogengehalt von der AuBen- 
temperatur abhingig ist, wurden frisch befruchtete Hiihnereier, 












































Tabelle 1. 
Maximale Gewich Menge des vom 
AuBen- | Bebriitungs- eo t Glykogen 
d Detum h tempe- dauer iiaiias abgespaltenen 
es Versuches ratur in Tagen innalves Traubenzuckers in 
0 a 
a | am > 
Versuche im Herbst. 

7. Okt. 1930 23,6 Frisch 44,47 0,01232 | 0,0277 
12. ,, 1930 24,2 5 42,80 0,01689 | 0,0395 
16. ,, 1930 24,8 9 44,28 0,01948 | 0,0440 
20. ,, 1930 21,3 13 39,10 0,02315 | 0,0592 
24. ,, 1930 22,9 17 38,82 0,05868 | 0,1512 
28. ,, 1930 20,8 21* 33,88 0,03544 | 0,1046 

Tabelle 2. 
Versuche im Winter 

7. Jan. 1931 12,1 5 46,76 0,06822 | 0,1459 
ll. ,, 1931 — 1,0 9 46,23 0,08676 | 0,1877 
15. ,, 1931 6,9 13 44,90 0,08988 | 0,2002 
19, ,, 1931 8,9 17 44,93 0,10113 | 0,2251 

Tabelle 8. 
Versuche im Sommer. 

1. Aug. 1931 30,8 Frisch 46,00 0,01374 | 0,0299 
6. ,, 1931 33,2 5 45,10 0,01768 | 0,0392 
10. ,, 1931 33,8 9 41,30 0,01870 | 0,0453 
14. ,, 1931 31,9 13 37,53 0,05047 0,1345 
18. ,, 1931 30,9 17 42,23 0,06090 | 0,1442 
21. ,, 1931 33,9 20 * 32,10 0,04247 | 0,1323 














* Beim Ausschliipfen 
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Tabelle 4. 
Versuche mittels Glukoseinjektion. 
(Datum: vom 26. Jan. bis 12. Febr. 1931.) 
S Gewicht Menge des vom Glykogen abgespaltenen 
of des Eiinhaltes Traubenzuckers in 
Sa] 8 ge: | °F 
2 2 Haupt- | Kontroll-} Haupt- | Kontroll- | Haupt- | Kontroll- 
a | versuch | versuch versuch versuch versuch versuch 
9 47,3 49,6 0,0691 0,0703 0,1461 0,1417 
13 48.7 47,6 0,0915 0,0855 0,1879 0,1796 
17 42.3 44.6 0,0819 | 0,0826 0,1936 0,1852 
Tabelle 5. 
Versuche mittels Fruktoseinjektion. 
(Datum: vom 14. Jan. bis 31. Jan. 1931.) 
9 46,6 47,4 0,0525 0,0474 0,1126 |  0,1000 
13 44,3 48,7 0,0777 0,0749 0,1754 | 0,1538 
17 42.5 42,6 0,0803 0,0778 0,1889 0,1826 
Tabelle 6. 
Versuche mittels Galaktoseinjektion. 
(Datum: vom 20, Jan. bis 6. Febr. 1931.) 
9 50,1 47,5 0,0858 0,0687 0,1712 0,1446 
13 47,3 46,1 0,0680 0,0616 0,1437 0,1336 
17 423 (| 40,4 0,0755 0,0688 0,1785 0,1703 1 
Tabelle 7. i 
Versuche mittels Mannoseinjektion. : 
(Datum: vom 19. Febr. bis 8. Marz 1931.) 
9 49,3 49,2 0,0796 0,0769 0,1615 0,1563 4 
13 44.5 43,4 0,0685 0,0634 0,1539 0,1460 - 
17 40,6 39,9 0,0698 0,0669 0,1719 0,1676 : 
Tabelle 8. | 
Versuche mittels Maltosezusatz. 
(Datum: vom 2.—19. Jan. 1931.) 
5 48,1 46,8 0,0803 0,0682 0,1679 0,1457 3 
9 43,1 46,2 0,0868 0,0868 0,2014 0,1879 . 
13 44,0 44,9 0,0913 0,0899 0,2075 0,2002 
17 41,5 44,9 0,0991 0,1011 0,2388 0,2252 
Tabelle 9. 
Versuche mittels Laktosezusatz. 
(Datum: vom 1.—18. Febr. 1931.) 
9 49,2 50,0 0,0849 | 0,0790 0,1726 0,1580 
13 45,7 45,8 0,0702 0,0691 0,1536 0,1509 
17 44,3 45,9 0,0805 |  0,0776 0,1817 0,1691 
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Tabelle 10. 


Versuche mittels Arabinosezusatz. 
(Datum: vom 4.—21. Jan. 1931.) 



































. 8 Gewicht Menge des vom Glykogen abgespaltenen 
go 3 des Eiinhaltes Traubenzuckers in 
Ss ' 
iS 4 v g | %o ee 
3 2 Haupt- | Kontroll-| Haupt- | Kontroll- | Haupt- | Kontroll- 
‘3 | versuch | versuch | versuch versuch versuch versuch 
5 51,1 50,3 0,1084 0,1061 0,2121 0,2109 
9 55,8 45,7 0,0968 0,0916 0,1735 0,2004 
13 47,5 46,0 0,0971 0,1097 0,2044 0,2385 
17 41,6 39,0 0,0799 0,0834 0,1921 0,2138 
Tabelle 11. 
Versuche mittels Xylosezusatz. 
(Datum: vom 7.—24. Febr. 1931.) 
9 46,2 | 49,0 0,0838 0,1030 | 0,1814 0,2102 
13 46,8 49,4 0,0804 0,0915 | 0,1718 0,1852 
17 466 | 44,2 0,0823 0,0802 | 0,1766 0,1814 








welche in verschiedenen Jahreszeiten gelegt waren, ohne Injektion 
im Brutschrank belassen. Nach 5-, 9-, 18- und 17 tigiger Bebriitung 
und am Tage des Ausschliipfens wurde das Ei auf Glykogen ver- 
arbeitet. Die Ergebnisse sind in den vorstehenden Tab. 1—3 
enthalten. 

Stellt man die Resultate einander gegeniiber, so findet sich 
in den heiBen Jahreszeiten eine betrichtliche Verminderung des 
Glykogens. 

2. Versuchsreihe. 


Z4wecks Lésung der Frage, welchen EinfluB eine Zugabe von 
einzelnen Monosacchariden (Glucose, Fructose, Galaktose und 
Mannose) zum WeiBei auf die Glykogenbildung bei der Bebriitung 
des Hiihnereies ausibt, wurden frische befruchtete Hiihnereier mit 
je 0,01 g Hexose in 10°/,iger Lésung versetzt und im Brutschrank 
belassen. Zu den Versuchen wurden 9, 13 und 17 Tage lang be- 
briitete und normal entwickelte Eier verwendet. Die Tab. 4—7 
veranschaulichen die Resultate. 

Es unterliegt keinem Zweifel, daB eine Mehrbildung von 
Glykogen durch Injektion der soeben genannten 4 Hexosen hervor- 
gerufen worden ist. 
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3. Versuchsreihe . 
In Beziehung auf die Glykogenbildung verhalten sich die 
Disaccharide (Maltose und Laktose) ahnlich wie die Hexosen. 
Frische befruchtete Hihnereier wurden mit je 0,01 g Di- 
saccharid in 10°/,iger Lésung versetzt und sofort im Brutschrank 
belassen. Die 5, 9,18 und 17 Tage lang bebriiteten Eier wurden auf 
Glykogen verarbeitet. Die Ergebnisse vgl. Tab. 8 und 9. 


4, Versuchsreihe. 

Diesmal wurden frisch befruchtete Hiihnereier mit je 0,01 g 
Pentose (Arabinose und Xylose) in 10°/,iger Lésung versetzt. Zu 
den Versuchen wurde jedesmal Material verwendet, das von 5, 9, 13 
und 17 Tage lang bebriiteten Hiihnereiern herriihrte. Die Resul- 
tate der einzelnen Glykogenbestimmungen sind aus Tabelle 
10 u. 11 ersichtlich. 

Es kann somit kaum einem Zweifel unterliegen, daB sich die 
Pentosen in Beziehung auf die Glykogenbildung ganz anders ver- 
halten als die Hexosen und die Disaccharide. Bei der Bebriitung 
des Hihnereies ist keineswegs eine Mehrbildung von Glykogen 
durch Pentosezusatz hervorgerufen worden. 

Wir kénnen uns noch die Frage vorlegen, ob die injizierten 
Pentosen bei langer Bebriitung verschwinden, bevor sie auf die 
Glykogenbildung einen EinfluB ausiiben. Um diese Frage aus- 
zuschlieBen, wurden 7 Tage lang bebriitete Hihnereier mit je 
0,01 g Pentose in 10°/,iger Losung versetzt und sofort im Brut- 
schrank belassen. Die 9 Tage lang bebriiteten Hier wurden auf 
Glykogen verarbeitet. Es konnte jedoch kein Einflu8 der Injek- 
tion beobachtet werden. 

















Tabelle 12. 
Gewicht Menge der vom Glykogen 
— Arte " des Eiinhaltes abgespaltenen Glucose in 
des injizierten Zuckers . 
bide es Ge Ae ee SA 
Arabinose ....... 41,4 0,0662 0,1599 
Me as 6 vee Fa 45,5 0,0703 0,1545 
Kontrollversuch ... . 46,2 0,0750 0,1623 
5. Versuchsreihe. 


Ob andere in sterischer Hinsicht dem Traubenzucker nahe- 
stehende Substanzen der Zuckerreihe, wie Glucosamin und Oxy- 
methylfurfurol, Glykogenbildner sind oder nicht, kann ebenfalls 





a - Z = oe 
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durch die Injektionsmethode aufgeklirt werden. Ahnlich wie bei 
anderen Versuchen wurden frische befruchtete Hiihnereier mit je 
0,01 g Substanz (salzsaures Glucosamin oder Oxymethylfurfurol) 
injiziert und sofort im Brutschrank belassen. Bei der Glucosamin- 
injektion kénnen sich die Eier bis zum 9. Bebriitungstage ganz 
normal entwickeln. Weitere Bebriitung gelang sehr schwer und 
deshalb bin ich noch nicht imstande, die 18 und 17 Tage lang be- 
briiteten Eier auf Glykogen zu verarbeiten. Die Ergebnisse gehen 
aus folgenden Tabellen hervor. 


Tabelle 18. 
Versuche mittels Glucosaminzusatz. 
(Datum: vom 25. Febr. bis 6. Marz 1931.) 






































A 5 Gewicht Menge des vom Glykogen abgespaltenen 
qe des Eiinhaltes Traubenzuckers in 
5 A x 4 | "lo 
Pica 8 - 
2 5 | Haupt- |Kontroll-| Haupt- | Kontroll- | Haupt- | Kontroll- 
‘S| versuch | versuch versuch versuch versuch versuch 
9 | 435 | 439 0,0464 | 0,0510 | 0,1067 | 0,1162 
Tabelle 14. 
Versuche mittels Zusatz von Oxymethylfurfurol. 
(Datum: vom 13. Febr. bis 2. Marz 1931.) 
9 49,0 45,8 0,0820 0,0703 0,1673 0,1535 
13 45,2 45,4 0,0714 0,0743 0,1580 0,1637 
17 45,1 45,8 0,0720 0,0726 0,1596 0,1585 




















Bei der 9taégigen Bebriitung, wo eine Mehrbildung des Glyko- 
gens durch Zusatz von Glykogenbildnern immer sehr deutlich 
hervorgerufen wird, scheint das Hiihnerei nicht imstande zu 
sein, das Glucosamin durch Umtausch seiner Aminogruppe 
gegen ein Hydroxyl dem Traubenzucker gleichwertig zu gestalten. 
Etwas anders verhalt sich das Oxymethylfurfurol. Nach meiner 
Untersuchung bei 9tagiger Bebriitung kann es den Glykogen- 
bildnern zugezahlt werden, obwohl bei weiterer Entwicklung seine 
Befaihigung zur Glykogenbildung zweifelhaft erscheint. 


SchluB. 


1. Im sich entwickelnden Hiihnerei haben sich die Hexosen 
(Glucose, Fructose, Mannose und Galaktose) als unzweifelhafte 
Glykogenbildner erwiesen. 
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2. Fir die Doppelzucker (Maltose und Laktose) liegen die 
Verhaltnisse recht ahnlich. Diese Zucker kénnen (wahrscheinlich 
nach vorausgegangener fermentativer Spaltung) assimiliert werden. 

3. Die Pentosen diirfen nicht den Glykogenbildnern zugezahlt 
werden. 

4. Das glykogenbildende Vermégen des Glucosamins muB 
vorderhand wenigstens als zweifelhaft bezeichnet werden. 

5. Fiir das Oxymethylfurfurol ist der sichere Beweis noch 
nicht erbracht worden, daB es ein Glykogenbildner ist. 

6. In den heiBen Jahreszeiten findet sich eine betrachtliche 
Verminderung des Glykogens im frischen sowie im_ bebriiteten 
Hihnerei. 


Diese Arbeit wurde zum Teil mit Mitteln ausgefiihrt, die Herrn 
Prof. Tomita von der Kaiserlichen Akademie zur Foérderung der 
Wissenschaften bewilligt worden waren, wofiir wir derselben zu 
aufrichtigem Danke verpflichtet sind. 























Konstitutionsermittlung von aus Eiwei8 dargestellten Basen II. 
C;H,,NO und C,H,,N,0. 


Von 


Fritz Wrede und Werner Keil. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Greifswald.) 
(Der Redaktion zugegangen am 6. November 1931.) 


Aus Ejiweifstoffen wurden nach den von Troensegaard 
angegebenen Methoden mehrere basische Stoffe in Form krystalli- 
sierter Salze isoliert.1) Die Summenformel dieser Stoffe wies 
darauf hin, daB es sich um ringformige Verbindungen handelte. 
Die weitere Frage war nun, ob diese Ringe — entsprechend der 
von Troensegaard aufgestellten Theorie — als solche im KiweiB- 
molekiil vorhanden waren, oder ob sie sich erst sekundiér aus 
aliphatischen Spaltprodukten des Proteins oder aus Seitenketten 
solcher Spaltprodukte durch die erwihnte Behandlungsmethode 
gebildet hatten. 

Fiir die Basen C,;H,.N, und C,H,,.N, wurde vor kurzem der 
Konstitutionsbeweis erbracht?); in ihnen liegen substituierte 
Piperazine vor, die aus Diketopiperazinen bei der Reduktion 
nach Troensegaard entstanden sind. — Die vorliegende Arbeit 
bringt den Konstitutionsbeweis und die Entstehungsweise zweier 
weiterer Basen. Die eine — C;H,,NO — wurde nach dem ,,Re- 
duktionsverfahren“*, die andere — C,H,,N,0 — nach dem ,,Aceto- 
lyseverfahren‘’ gewonnen. Ihre Isolierung und Beschreibung 
erfolgte in friiheren Arbeiten.*) 

Die Base C,H,,NO war aus Gliadin durch Acetylierung, 
anschlieBende Reduktion mit metallischem Natrium in Amyl- 


1) Troensegaard, Wrede u. Mygind, Diese Z. 198, 49 (1930); 
Troensegaard u. Mygind, Diese Z. 184, 147 (1929); 198, 171 (1930); 199, 
133 (1931); Wrede, Bruch u. Keil, Diese Z. 200, 133 (1931). 

2) Wrede, Bruch u. Keil, a. a. O. 

3) Troensegaard, Wrede u. Mygind, a.a.0O.; Wrede, Bruch u. 
Keil, a. a. O. 
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alkohol und nachfolgende Hydrolyse gewonnen worden. Sie 
wurde in Form ihres Chloroaurats isoliert; dieses sintert bei 164° 
und schmilzt ohne Zersetzung bei 174°. Das Chloroplatinat 
zeichnete sich durch groBe Léslichkeit in Wasser und auch in 
Alkohol aus. Die Lésung des salzsauren Salzes erwies sich als 
optisch inaktiv. Ein krystallisiertes Acylderivat lieB sich nicht 
gewinnen, auch ein m-Nitrobenzoylderivat blieb bei wochen- 
langem Stehen sirupés. — Die Summenformel verleitete zu dem 
Gedanken, da es sich um das Reduktionsprodukt der inaktiven 
a-Pyrrolidincarbonséure (Prolin) handelte. 

Putochin!) hatte gezeigt, daB Prolinester oder auch Prolin- 
amid durch Reduktion mit metallischem Natrium in athyl- 
alkoholischer Lésung zum «a-Pyrrolidylearbinol («-Oxymethyl- 
pyrrolidin) reduziert wird: 





H,C CH, H,C——CH, 
, J _ 
H.C CH-COOR ——»> H,C  CH-CH,OH (= C,H,,NO) . 
i al ee 
NH NH 


Putochin gibt fiir das Chloroaurat der von ihm erhaltenen 
Verbindung einen Schmelzpunkt von 152° an, so da wir an- 
finglich eine Identitaét mit unserem Chloroaurat — Schmelz- 
punkt 174° — bezweifelten. Als wir indessen die Reduktion des 
Prolinesters nach Putochins Angaben wiederholten, erhielten 
wir ein Chloroaurat von der Formel C;H,,NO-HAuCl,, das bei 
174° schmolz und ganz die gleichen EKigenschaften zeigte, wie das 
von uns aus Eiweif dargestellte Chloroaurat der gleichen Formel. 
Der Schmelzpunkt eines Gemisches beider Verbindungen blieb 
unverindert. — Die nach Troensegaard isolierte Verbindung 
C;H,,NO ist somit «-Pyrrolidylearbinol und diirfte aus eimem im 
EiweiBmolekiil vorhandenen substituierten Prolinamid bei der 
Reduktion mit Natrium in Alkohol entstanden sein. 

Die zweite im folgenden behandelte Base C,H,,N,0 wurde 
aus Serum—Globulin, Serum—Albumin, Globin, Fibrin, Casein 
und Gliadin isoliert: Die Proteine wurden mit einem Gemisch 
von Eisessig und Acetylchlorid gekocht, das Lésungsmittel 
wurde dann im Vakuum abgedampft, der Riickstand nun mit 
Essigsiureanhydrid und Natriumacetat erhitzt. Nach Verdampfen 
des Essigsiureanhydrids wurde mit Ather aufgenommen, die in 


1) Ber. chem. Ges. 56, 2217 (1923); J. Russ. phys. chem. Ges. 62, 2209 
(1930); Chem. Z. 1931, II, 442. 
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den Ather iibergegangenen Stoffe wurden in Vakuum destilliert. 
Aus der Fraktion, die bei 0,3 mm zwischen 180 und 180° siedet, 
lieB sich die Verbindung als schwer lésliches Chloroaurat CyH,,N,0- 
(HAuC],), isolieren. — Das krystallisierte, aus dem Chloroaurat 
dargestellte Chlorhydrat zeigte folgende Reaktionen: Diazo nach 
Pauli = positiv, Zimmermann!) = positiv, Biuret = negativ, 
Millon = negativ, van Slyke = negativ, Methoxyl- und Methyl- 
imid = negativ. Die Verbindung erwies sich als optisch inaktiv. 
Der positive Ausfall der Diazo- und Zimmermann-Reaktion 
lieB vermuten, daB es sich um ein Imidazolderivat handelte. 
Bestarkt wurde diese Ansicht noch durch die Feststellung, daB 


die Substanz — wie alle Imidazolderivate, die eine freie NH- 
Gruppe enthalten — in ammoniakalischer Lésung ein Silber- 
salz gab. 


Der Versuch, die Base durch Hydrolyse mit Saiure oder Alkali 
abzubauen, miBlang; sie vertrug ohne Verinderung stundenlanges 
Kochen mit starker Natronlauge oder Salzsiure, ja sogar Kochen 
mit rauchender Salpetersiure. — Versuche, durch Oxydation zu 
einem Bild von der Konstitution zu kommen, mibgliickten eben- 
falls; durch salpetrige Saure, Chromsdure in schwefelsaurer Lésung 
oder durch alkalisches Kaliumpermanganat wurde die Substanz 
entweder gar nicht oder vollstindig zerstért. — Die Hydrierung 
verlief ebenfalls negativ: Mit Platinoxyd als Katalysator wurde 
kein Wasserstoff absorbiert. — Bei der vollstaéndigen Methylierung 
wurden 8 CH,-Gruppen aufgenommen. Das permethylierte Pro- 
dukt wurde als schén krystallisiertes Chloroaurat von der Formel 
CyH,)N,0(CH,),Au,Cl, isoliert. 

Da der Abbau der Base nicht ohne weiteres gelang, wurde 
ihre Synthese aus Histidin versucht. Dieses wurde — analog dem 
bei den Proteinen angewandten Verfahren — mit Eisessig und 
Acetylchlorid erhitzt, dann, nach Abdampfen dieser Stoffe, mit 
Essigsiureanhydrid und Natriumacetat gekocht. Aus dem Ab- 
dampfriickstand lieB sich mit Ather eine sirupése Substanz extra- 
hieren, die mit Salzsiure und Goldchlorid eine krystallisierte Ver- 
bindung gab, die sich mit der aus HiweiB gewonnenen als identisch 
erwies (Analyse, Schmeizpunkt, Mischschmelzpunkt, Reaktionen, 
optische Inaktivitit). Auch das aus dem Chloroaurat dargestellte 
Chloroplatinat zeigte die gleichen Eigenschaften. — Danach diirfte 


1) Diese Z. 186, 260 (1930). 
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auch die Base C,H,,N,0 ein aus Eiwei8 infolge der Abbaumethode 
erst sekundiar gebildetes Produkt sein. 

Auf Grund der oben angefiihrten Eigenschaften und der 
Bildungsweise ist folgendes iiber die Konstitution der Base 
CyH,,N,0 zu sagen: Es mu8 ein intakter Imidazolring mit 
unbesetzter NH-Gruppe vorliegen (Diazo- und Zimmermann- 
reaktion, Silbersalzbildung, negativer Ausfall der Methylimid- 
bestimmung). Es ist anzunehmen, da bei der Behandlung mit 
Acetylchlorid und Essigsiureanhydrid die aliphatische Seiten- 
kette des Histidins mit den Kohlenstoffatomen von 2 Molekiilen 
Essigsiure unter RingschluB reagiert. Da nun von den 9 C-Atomen 
des Kondensationsproduktes drei auf den Imidazolring, weitere 
drei auf den urspriinglichen Alaninrest entfallen, muB8 unter der 
Voraussetzung, daB 2 Acetylgruppen (=—4C-Atome) bei der 
Reaktion beteiligt waren, 1 C-Atom abgespalten worden sein. 
Dies diirfte das C-Atom der Carboxylgruppe des Histidinmolekiils 
sein. — Da der Imidazolrest iiblicherweise bei der vollstiandigen 
Methylierung 2 CH,- Gruppen aufnimmt, die aus (C,H,,N,0 
durch Methylierung gewonnene Base aber 8 CH,- Gruppen 
(Methylimid) aufweist, mu8 in der verinderten (Alanyl-)Seiten- 
kette ein tertidéres N-Atom vorhanden sein, da nur ein solches eine 
CH,-Gruppe aufnimmt. Die Konstitutionsformel mu8 weiterhin 
die Eigenschaft der Base erkliren: daB sie mit nur 2 Molekiilen 
einbasischer Saure salzartige Verbindungen eingeht, daB sie weder 
die Reaktion einer Hydroxyl-, Keton- oder Aldehydgruppe zeigt, 
daB sie kein Methoxyl und Methylimid enthalt. Aus der tiberaus 
groBen Resistenz der Verbindung gegen Saéuren, Basen und Oxy- 
dationsmitteln muB auf ein stabiles Ringsystem geschlossen werden, 
das zudem nicht hydrierbar ist. — Diese Uberlegungen fiihren zu 
folgender Formel, die diesen Forderungen gerecht wird: 


N——C—CH C—_N 
HCZ : 


| | 
Anna cn, C-CH, (= C,H,,N,0). 
. a 





Es diirfte sich danach um einen Imidazolring in Verbindung 
mit einem Oxazolring handeln. — Vielfach ist die Ansicht ver- 
breitet, daB Oxazole leicht hydrolysierbar seien. Dies ist aber 
offenbar nur dann der Fall, wenn es sich um Alkoxy- oder 
Alkaminoderivate handelt.1) Homologe des Oxazols sind dagegen 


1) Karrer u. Graenacher, Helvet. chim. Acta. 7, 763 (1924). 
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sehr bestindig, wie wir durch Untersuchung des «,u-Dimethy]l- 
oxazols?) und des £,u-Dimethyloxazois?) feststellen konnten. 
Die Bildung von Oxazolderivaten durch Einwirkung von 
Acetylchlorid und Essigsiureanhydrid auf Aminosiiuren wird von 
uns weiter studiert werden, wobei dann auch noch auf den Reak- 
tionsmechanismus naéher eingegangen werden soll. Vorliaufig 
machen wir uns von diesem Mechanismus folgende Vorstellung: 




















BR a ee Va es NH 
ie 
a | our +2%cooH, wae @ | Gouna | 
NH—CH _Histidin NH—CH C-CH, 
oF 
ie eae er a - C—CH,—C N 
+ CH,COOH a 
| COOH H | » Be | Son 
NH—CH C-CH, NH—-CH wi 21 
HO” | 
cH,-C CH, 


we 


a 


N- 
me Hck | | | 
= 00, 
NH—CH _CH,- CH, 


Ww 


Erwahnt sei, daB beim Behandeln von Histamin mit Acetyl- 
chlorid und Essigséureanhydrid die Verbindung C,H,,N,0 nicht 
entsteht. Bei dem entsprechenden Versuch erhielten wir ein schén 
krystallisiertes Chloroaurat von der Formel C,H,,N,0(HAuCI,), + 
H,O. Die aus dem Chloroaurat in iiblicher Weise in Freiheit ge- 
setzte Base erwies sich als identisch mit N-Acetylhistamin.*) 


Experimenteller Teil. 


Darstellung des «-Pyrrolidylcarbinols.*) 

8 g racemisches Prolin werden in 50 ccm absolutem Alkohol 
gelést, die Losung wird mit Chlorwasserstoffgas gesittigt und 
1 Stunde auf dem Wasserbad unter RiickfluB gekocht. Sie wird 
dann im Vakuum zum Sirup eingedampft, dieser wird mit etwas 





1) Schuftan, Ber. chem. Ges. 28, 3070 (1895); Oesterreich, Ber. chem. 
Ges. 80, 2254 (1897). 

2) Gabriel, Ber. chem. Ges. 48, 1287 (1910). 

3) van der Merwe, Diese Z. 177, 308 (1928). 

*) Putochin, a. a. O. 
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Wasser gelést, mit reichlich Ather iiberschichtet und mit starker 
Natronlauge und soviel fester Pottasche verriihrt, daB ein dicker 
Brei entsteht. Der Prolinester geht in den Ather iiber. Die dthe- 
rische Losung wird abgedampft, der Riickstand wird in 40 ccm 
Alkohol gelést und mit 3g metallischem Natrium (in feinen 
Stiicken) versetzt. Nach etwa Istiindiger Einwirkung wird vor- 
sichtig Wasser zugegeben; dann wird die Lésung mit Salzsaure 
angesiiuert und eingeengt; vom Kochsalz wird abfiltriert. Das 
saure Filtrat wird zur Entfernung von Verunreinigungen mit 
Ather ausgeschiittelt. Darauf wird mit festem Kaliumhydroxyd 
bis zur Sattigung der Lésung versetzt und mit Ather ausgezogen. 
Das Atherextrakt wird im Vakuum eingedampft, der Biickstand 
wird mit wenig 10°/,iger Salzsiure aufgenommen und mit 50°/,iger 
Goldchloridlésung versetzt. Die ausfallenden Krystalle werden aus 
20°/,iger Salzsiéure, der etwas Goldchlorid zugesetzt ist, um- 
krystallisiert und im Vakuum bei 78° getrocknet. 

4,762 mg Substanz gaben 2,40 mg CO,, 1,20 mg H,O, 2,121 mg Au. 

C,H,,NO-HAuCl, (441,1) Ber. 13,609/, C —-2,749/, H —44,709/, Au 
Gef. 13,74 2,82 44,54 

Die goldgelben derben Krystalle sintern — ebenso wie das 
friiher von uns aus HiweiB dargestellte Priparat — bei 164° und 
schmeizen bei 174° (unkorr.) ohne Zersetzung. Der Mischschmelz- 
punkt beider Chloroaurate ist unverdndert. 


Methylierung der aus Eiweif dargestellten Base C,H,,N,0. 

0,2 g des krystallisierten Chlorhydrats werden in etwa 
10 cem 10°/,iger Sodalésung gelést und portionsweise mit etwa 
1,5 ccm Dimethylsulfat unter kraftigem Schitteln versetzt. Nach 
Lésen des Dimethylsulfats wird noch einige Minuten bis zum 
Sieden erhitzt. Die erkaltete Lésung wird mit Salzsiure kraftig 
angesiuert und mit Goldchloridlésung versetzt. Das ausfallende 
Ol erstarrt nach kurzer Zeit. Es wird in warmem Aceton gelést 
und mit warmer verdinnter Salzsiiure und etwas Goldchlorid 
krystallinisch ausgefallt. Dieser Prozef wird mehrmals wiederholt. 
Die Krystalle werden bei 78° im Vakuum getrocknet. 

4,590 mg Substanz gaben 2,720 mg CO,, 0,89 mg H,0, 1,990 mg Au. 


10,035 mg i » 4,390 mg Au. 
2,860 mg = » 0,117 ccm N (20°, 756 mm). 
3,059 mg - » 2,895mg AgJ (Methylimidbestimmung). 


C,H, )N,0(CH,);Au,Cl, (899,3) 
Ber. 16,02°/, C 2,13°/, H 43,86°/, Au 4,679/, N__5,00°/, CH, 
Gef. 16,16 2,17 43,36 4,74 5,00 


bE 
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Die Substanz bildet goldgelbe, blitterige Krystalle, die bei 
169° sintern, bei 172° (unkorr.) schmelzen. Sie ist sehr schwer 
loslich in Wasser, leicht léslich in Alkohol und Aceton. 


Darstellung der Base C,H,,N,0 aus Histidin. 

1,5 g freies ]-Histidin') werden in 10 ccm Eisessig im Bomben- 
rohr gelést, die Lésung wird mit 5 cem Acetylchlorid versetzt. 
Nach Zuschmelzen des Rohres wird dieses im Wasserbad 6 Stunden 
auf 100° erhitzt. Am Boden des Bombenrohres findet sich dann 
ein mit Krystallen durchsetzter Sirup. Die ganze Masse wird nun 
im Vakuum zum Sirup eingedampft. Dieser wird mit 1 g trocknem 
Natriumacetat und 15 ccm Essigséureanhydrid 5 Minuten zum 
Sieden erhitzt; dann wird im Vakuum zu einem diinnen Brei 
eingeengt. Dieser wird mit 20 cem Ather kraftig ausgelaugt. Die 
filtrierte Atherlésung wird auf dem Wasserbad eingedampft, bis 
der Geruch nach KEssigsiureanhydrid verschwunden ist. Der 
zurickbleibende Sirup wird in wenig 10°/jiger Salzsiure gelést, 
die Lésung wird mit 50°/,iger Goldchloridlésung versetzt. Die 
ausfallenden Krystalle werden in sehr wenig Alkohol gelést und 
durch Zusatz von verdiinnter Salzsiure und Goldchlorid wieder 
zur Abscheidung gebracht. Sie werden bei 100° im Vakuum etwa 
1/, Stunde getrocknet. 

5,728 mg Substanz gaben 2,66 mg CO,, 0,73 mg H,O, 2,624 mg Au. 


C,H,,N,0(HAuCl,), (857,2) Ber. 12,60°/, C 1,529, H 46,019/, Au 
Gef. 12,67 1,43 45,81 


Das Chloroaurat schmilzt bei 184° (unkorr.) und zeigt auch 
sonst ganz die Eigenschaften des Chloroaurats, das friiher von uns 
aus KiweiB dargestellt war.”) Der Mischschmelzpunkt beider 
Salze hegt bei 184°. — Das Chloroplatinat wird aus dem Chloro- 
aurat in iiblicher Weise durch Zersetzen mit Schwefelwasserstoff 
dargestellt. Es schwiarzt sich bei 260°, wie ehedem angegeben. 

Das friiher schon beschriebene krystallisierte Chlorhydrat der 
Base ist in waBriger Lésung ohne optische Aktivitiét. — Die 
schwach ammoniakalische Lésung gibt mit Silbernitratlésung ein 
weiBes Silbersalz. — Auch das aus dem Chlorhydrat mit Silber- 
nitrat gewonnene Nitrat krystallisiert sehr sch6n. Es wurde lingere 
Zeit mit rauchender Salpetersiure gekocht; aus der verdiinnten 
und mit wenig Salzsiure versetzten Lésung lieB sich das un- 
verdnderte Chloroaurat vom Schmelzp. 184° wieder gewinnen. 





1) Histidinchlorhydrat eignet sich wegen seiner Schwerléslichkeit in Eis- 
essig nicht zu der Reaktion. 
2) Troensegaard, Wrede u. Mygind, Diese Z. 193, 54 (1930). 











986 Wredeu. Keil, Konstitutionsermittlung v.aus Eiweib dargest. Basen IT. 


Einwirkung von Acetylchlorid und Essigsiureanhydrid auf Histamin. 


0,5 g Histaminacetat!) wird im Bombenrohr in etwa 10 ccm 
Eisessig gelést und mit 8 cem Acetylchlorid versetzt. Dann wird — 
genau wie bei Histidin angegeben — weiter verfahren. Das schon 
krystallisierte Chloroaurat wird bei 100° im Vakuum iiber CaCl, 
getrocknet. 

5,971 mg Substanz gaben 2,22 mg CO,, 0,98 mg H,O, 2,741 mg Au. 
3,172 mg ee »  0,125ccem N (18,5°, 758 mm). 
10,08 mg ree » 4,68 mg Au. 
C,H,,N,0(HAuCI,), + H,O = C;H,,N,0,Au,Cl, (851,3) 
Ber. 9,879/,C 1,759, H —4,989/, N._—-46,33°/, Au 
Gef. 10,05 1,84 4,60 45,91 
” — — — 46,43 ° 

Das Chloroaurat bildet hiibsche, eigelbe Krystallschuppen. 
Es sintert bei etwa 185°, schmilzt bei 203° (unkorr.). In Wasser 
ist es wenig léslich, leicht léslich in Alkohol. Das aus ihm bereitete 
Chlorhydrat gibt die Diazoreaktion nach Pauly stark positiv. 

Die dem Chloroaurat zugrunde liegende Base erweist sich als 
N-Acetylhistamin?): Das Chloroaurat wird mit Schwefelwasser- 
stoff zerlegt, die dabei entstehende Salzsiure mit Silbercarbonat 
entfernt. Nach dem Eindampfen la8t sich ohne Schwierigkeit 
eine hibsch krystallisierte Verbindung isolieren, die bei 145° 
schmilzt und die von van der Merwe beschriebenen Eigenschaften 


zeigt. 





Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir 
fiir Mittel, die zur Durchfiihrung der Arbeit erforderlich waren. 





1) Histamindichlorhydrat ist wegen seiner Schwerléslichkeit in Eisessig 
ungeeignet. Das Acetat wurde durch Umsetzen des Chlorhydrats mit Silber- 


acetat gewonnen. 
2) van der Merwe, Diese Z. 177, 308 (1928). 





| Berichtigung. 
Zur Arbeit Fritz Wrede, Ernst Bruch und Werner Keil, 
Konstitutionsermittlung von aus EiweiS dargestellten Basen I. 
Bd. 200, S. 133, 1931. 
Auf S. 136, 8. 143 und S. 144 miissen vor Dioxopiperazin jeweils die 
Zahlen ,,3,6-* stehen, nicht ,,2,4-‘ oder ,,3,5-*. 


F. Wrede. 








